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RESUMEN

Los aceites esenciales obtenidos a partir de la cascara de naranja variedad Valencia (Citrus
sinensis) en estados de madurez: inmadura y madura se evaluaron como agentes antifungicos
frente al hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae, causante de importantes pérdidas
postcosecha. El estudio tuvo como objetivo determinar la composicion quimica y evaluar la
eficacia inhibitoria del crecimiento micelial in vitro del patdgeno. El aceite esencial se
obtuvo mediante hidrodestilacion, cuantificando su rendimiento y analizando su
composicion quimica por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). La actividad antifingica se evalué mediante la técnica de alimentos envenenados,
probando concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % del aceite esencial. Se realizo un
seguimiento del crecimiento micelial durante 72 horas, tiempo en que el hongo normalmente
cubre completamente la superficie del medio agarizado. Los resultados mostraron
diferencias en composicion quimica segun el grado de madurez; la cascara inmadura
presentd mayor rendimiento (2.21 mL) y concentracion de limoneno respecto a la madura
(1.81 mL). En términos de inhibicion micelial, se observo una actividad significativa
Unicamente con el aceite al 100 % durante las primeras 24 horas en ambos estados de
madurez, aunqgue el efecto inhibitorio fue temporal y disminuyé considerablemente hacia las
72 horas. No se detect6 inhibicion significativa a concentraciones inferiores al 100 %. Estos
resultados concuerdan con estudios previos que reportan limitada eficacia antifingica de
aceites esenciales citricos frente a L. theobromae. Se concluye que, aunque el aceite esencial
de naranja mostrd inicialmente cierta actividad antifingica, esta fue insuficiente para
mantener inhibido el crecimiento del patdgeno en periodos prolongados, destacando la
necesidad de altas concentraciones para lograr efectos apreciables frente a este hongo
especifico.

Palabras clave: Fitopatdgeno, inhibicion, micelio, patdgeno.
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ABSTRACT

Essential oils extracted from the peel of green and ripe Valencia oranges (Citrus sinensis)
were evaluated as antifungal agents against the phytopathogenic fungus Lasiodiplodia
theobromae, which causes significant post-harvest losses. The aim of the study was to
determine the chemical composition and evaluate the inhibitory effect on the mycelial
growth of the pathogen in vitro. The essential oil was obtained by hydrodistillation, its yield
quantified and its chemical composition analyzed by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS). Antifungal activity was assessed using the poisoned food technique,
testing concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% of the essential oil. Mycelial growth
was observed for 72 hours, i.e. the time during which the fungus normally completely covers
the surface of the agar medium. The results showed differences in chemical composition
depending on the degree of ripeness; the green bark had a higher yield (2.21 mL) and
limonene concentration than the ripe bark (1.81 mL). With regard to mycelium inhibition,
significant activity was observed only at 100% oil during the first 24 hours at both stages of
ripeness, although the inhibitory effect was transient and decreased significantly after 72
hours. No significant inhibition was observed at concentrations below 100%. These results
are consistent with previous studies reporting limited antifungal activity of citrus essential
oils against L. theobromae. It is concluded that although orange essential oil showed some
initial antifungal activity, this was not sufficient to inhibit the growth of the pathogen over a
prolonged period of time, indicating that high concentrations are required to obtain a

significant effect against this specific fungus.

Keywords: Phytopathogen, inhibition, mycelium, pathogen.
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Abstract

Los aceites esenciales obtenidos a partir de la cascara de naranja variedad Valencia
(Citrus sinensis) en estados de madurez: inmadura y madura se evaluaron como agentes
antifungicos frente al hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae, causante de
importantes pérdidas postcosecha. El estudio tuvo como objetivo determinar la
composicién quimica y evaluar la eficacia inhibitoria del crecimiento micelial in vitro
del patogeno. El aceite esencial se obtuvo mediante hidrodestilacion, cuantificando su
rendimiento y analizando su composicién quimica por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS). La actividad antiflngica se evalué mediante la
técnica de alimentos envenenados, probando concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y
100 % del aceite esencial. Se realizd un seguimiento del crecimiento micelial durante
72 horas, tiempo en que el hongo normalmente cubre completamente la superficie del
medio agarizado. Los resultados mostraron diferencias en composicion quimica segin
el grado de madurez; la c&scara inmadura presentdé mayor rendimiento (2.21 mL) y
concentracién de limoneno respecto a la madura (1.81 mL). En términos de inhibicion
micelial, se observé una actividad significativa Gnicamente con el aceite al 100 %
durante las primeras 24 horas en ambos estados de madurez, aunque el efecto inhibitorio
fue temporal y disminuyd considerablemente hacia las 72 horas. No se detect6
inhibicion significativa a concentraciones inferiores al 100 %. Estos resultados
concuerdan con estudios previos que reportan limitada eficacia antiflngica de aceites
esenciales citricos frente a L. theobromae. Se concluye que, aunque el aceite esencial
de naranja mostré inicialmente cierta actividad antiflngica, esta fue insuficiente para
mantener inhibido el crecimiento del patégeno en periodos prolongados, destacando la
necesidad de altas concentraciones para lograr efectos apreciables frente a este hongo
especifico.

Essential oils obtained from Valencia orange peel (Citrus sinensis) in unripe and ripe
stages of ripeness were evaluated as antifungal agents against the phytopathogenic
fungus Lasiodiplodia theobromae, which causes significant post-harvest losses. The
study aimed to determine the chemical composition and evaluate the inhibitory efficacy
of the pathogen's in vitro mycelial growth. The essential oil was obtained by
hydrodistillation, quantifying its yield and analyzing its chemical composition by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Antifungal activity was evaluated using
the food poisoning technique, testing concentrations of 25%, 50%, 75%, and 100% of
the essential oil. Mycelial growth was monitored for 72 hours, a time during which the
fungus normally completely covers the surface of the agar medium. The results showed
differences in chemical composition depending on the degree of ripeness; The immature
peel showed a higher yield (2.21 mL) and limonene concentration than the mature peel
(2.81 mL). In terms of mycelial inhibition, significant activity was observed only with
100% oil during the first 24 hours at both maturity stages, although the inhibitory effect
was temporary and decreased considerably by 72 hours. No significant inhibition was
detected at concentrations lower than 100%. These results are consistent with previous
studies reporting limited antifungal efficacy of citrus essential oils against L.
theobromae. It is concluded that, although orange essential oil initially showed some
antifungal activity, this was insufficient to inhibit the growth of the pathogen for
prolonged periods, highlighting the need for high concentrations to achieve appreciable
effects against this specific fungus.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales son compuestos volatiles naturales que se extraen de diversas partes
de las plantas, como flores, hojas, raices y cascaras. Estos aceites contienen una variedad de
compuestos bioactivos que les confieren propiedades Unicas, como las antiflngicas,
antibacterianas y antioxidantes. Debido a estas propiedades, los aceites esenciales han sido
objeto de investigaciones en varios campos, como la medicina, la cosmética y la agricultura
(Chaverri, Morales, & Ciccio, 2022). En el ambito agricola, su potencial para controlar
plagas y enfermedades ha sido particularmente relevante, ya que ofrecen una alternativa mas
sostenible y menos agresiva que los pesticidas quimicos. De esta manera, los aceites
esenciales se perfilan como una opcion eficaz y ecoldgica en el manejo de enfermedades

fangicas que afectan a cultivos agricolas (Taipe-Pardo et al., 2023).

Dentro de los aceites esenciales mas estudiados se encuentra el aceite de naranja (Citrus
sinensis), que se extrae principalmente de la cascara de la fruta. Este aceite se destaca por su
alto contenido en limoneno, un compuesto que posee notables propiedades antifungicas,
antibacterianas y antioxidantes (Urrunaga-Ormachea et al., 2022). De hecho, se ha
demostrado que el aceite de naranja tiene un gran potencial para controlar enfermedades
fangicas que afectan a diferentes cultivos agricolas, lo que lo convierte en una alternativa
atractiva frente a los métodos convencionales (Babarinde et al., 2021). Sin embargo, la
composicion quimica del aceite de naranja varia segun el estado de madurez de la fruta, lo
que puede influir en la efectividad de su actividad antimicrobiana. Por lo tanto, es necesario
estudiar como estos cambios en la composicién del aceite pueden afectar su capacidad para

controlar hongos como Lasiodiplodia theobromae (Salvatore, Nicoletti, & Andolfi, 2022).

El hongo Lasiodiplodia theobromae es un patégeno que afecta principalmente a cultivos
tropicales y subtropicales, donde genera una serie de problemas fitopatoldgicos. Este hongo
es responsable de la pudricion de frutos y la descomposicion de tejidos, 1o que ocasiona
pérdidas significativas en la produccion agricola (Dong et al., 2020). Este hongo representa
una amenaza directa para la calidad y cantidad de la cosecha, lo que reduce su viabilidad
comercial. La propagacion de este patdgeno afecta negativamente la rentabilidad de los
cultivos y, por ende, se requiere de métodos efectivos para su control (Troncozo-Correa,
2023). En este sentido, el desarrollo de estrategias mas ecoldgicas, como el uso de aceites

esenciales, puede ofrecer una solucién eficiente frente a la proliferacion de este hongo.



Por lo tanto, los aceites esenciales derivados de la naranja podrian representar una alternativa
viable para el control de Lasiodiplodia theobromae. La eficacia del aceite de naranja esta
estrechamente vinculada con su composicion quimica, la cual varia segun el grado de
madurez de la fruta. A medida que la fruta madura, los compuestos bioactivos del aceite
pueden cambiar, lo que influye en su capacidad para inhibir el crecimiento del hongo. Esta
variabilidad en la composicion quimica hace necesario evaluar como los diferentes estados
de madurez de la naranja afectan las propiedades antifungicas del aceite. Aunque algunos
estudios han abordado la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales, ain hay una falta
de investigacion sobre el comportamiento especifico del aceite de naranja frente a L.
theobromae. Por esta razon, la presente investigacion busca llenar este vacio, evaluando la
efectividad del aceite esencial de naranja en funcion del grado de madurez de la fruta en el

control de este patégeno.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

Las enfermedades fangicas representan una de las principales amenazas para los cultivos
agricolas, especialmente en regiones tropicales y subtropicales. Lasiodiplodia theobromae,
uno de los patdgenos mas comunes, causa pudricion de frutos y descomposicion de tejidos
en diversas especies, lo que afecta la calidad y cantidad de la cosecha (Soledad & Guerrero,
2022). Este hongo impacta directamente la viabilidad comercial, resultando en pérdidas
econdmicas significativas. A pesar de que los pesticidas quimicos se utilizan para controlar
este patdgeno, su aplicacion constante genera riesgos tanto para la salud humana como para
el medio ambiente (Segura, Rodriguez, & Chico, 2015). Sin embargo, la efectividad de
alternativas naturales como los aceites esenciales, especificamente el aceite de naranja
(Citrus sinensis), no ha sido evaluada en detalle frente a L. theobromae. (Salvatore, Nicoletti,
& Andolfi, 2022). A pesar de que existen estudios sobre las propiedades antimicrobianas de
estos aceites, no se han realizado investigaciones exhaustivas sobre su efectividad en el
control de este hongo, especialmente en relacién con las variaciones en la composicion
quimica del aceite dependiendo del estado de madurez de la fruta (Valle-de la Paz et al.,
2019).

El aceite esencial de naranja contiene compuestos bioactivos como el limoneno, los cuales
podrian tener efectos inhibitorios sobre el crecimiento de Lasiodiplodia theobromae. No
obstante, la composicion de este aceite varia conforme la fruta madura, lo que indica que su
actividad antimicrobiana podria cambiar segin el grado de madurez de la naranja
(Samandari, Taheri, & Tarighi, 2024). A pesar de la existencia de estudios sobre las
propiedades antimicrobianas de aceites esenciales, se carece de investigaciones especificas
que exploren cémo el estado de madurez de la fruta influye en la capacidad del aceite
esencial de naranja para controlar este hongo. La falta de estudios que aborden este aspecto
justifica la necesidad de realizar una investigacion enfocada en evaluar el efecto del aceite

esencial de naranja en diferentes estados de madurez sobre Lasiodiplodia theobromae.



Diagnostico

La presencia de Lasiodiplodia theobromae en cultivos de cacao genera serias dificultades
para los productores, ya que este hongo es responsable de la pudricion de los frutos y la
descomposicidn de los tejidos vegetales, lo que afecta la calidad y la cantidad de la cosecha.
Este patdgeno reduce la viabilidad comercial del cacao, resultando en pérdidas econdmicas
significativas. Aunque el control de L. theobromae se ha logrado principalmente mediante
el uso de pesticidas, su aplicacién masiva conlleva riesgos ambientales y de salud. A pesar
de la investigacion sobre el uso de aceites esenciales como alternativa, no se ha evaluado en
profundidad la efectividad del aceite esencial de naranja frente a este hongo, especialmente
considerando las variaciones en su composicion quimica segun el estado de madurez de la

fruta.

Prondéstico

Si no se estudia y aborda adecuadamente la enfermedad conocida como muerte regresiva
(Lasiodiplodia theobromae) en el cultivo de cacao, esta seguira representando una amenaza
significativa para los cultivos agricolas en regiones tropicales y subtropicales, causando
graves pérdidas econdmicas. La dependencia de pesticidas quimicos podria intensificarse,
incrementando los riesgos ambientales y fomentando la resistencia del patégeno. Sin
alternativas naturales como el aceite esencial de naranja, cuya efectividad depende del grado
de madurez de la fruta, los agricultores careceran de herramientas sostenibles para controlar
la enfermedad. Esto no solo afectara la calidad de las cosechas, sino también la viabilidad
comercial, limitando las oportunidades de los productores en mercados competitivos y

sostenibles.

1.1.2. Formulacion del problema

¢Cudl es el efecto inhibitorio del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis) en distintos

estados de madurez sobre el hongo Lasiodiplodia theobromae en condiciones in vitro?



1.1.3. Sistematizacion del problema

¢Cdémo varia la composicion del aceite esencial extraido de la cascara de naranja (Citrus

sinensis) en dos estados de madurez, analizado mediante cromatografia de gases (CG)?
¢Cual es la concentracidn del extracto de aceite esencial de naranja en diferentes estados de
madurez que resulta en la mé&xima inhibicién del crecimiento del hongo Lasiodiplodia

theobromae en condiciones in vitro?

¢Cual es la relacion entre el tiempo de evaluacion y el diametro del micelio de L. theobromae

en funcién de los diferentes tratamientos evaluados?

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto inhibitorio del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis) en diferentes

estados de madurez sobre el hongo Lasiodiplodia theobromae a nivel in vitro.

1.2.2. Objetivos especificos

Analizar el aceite esencial extraido de la cascara de la naranja (Citrus sinensis) en dos

estados de madurez por cromatografia de gases (CG).

Establecer la concentracidn del extracto del aceite esencial de naranja en diferentes estados
de madurez que resulte en la maxima inhibicion del crecimiento del hongo Lasiodiplodia

theobromae en condiciones in vitro.

Determinar la relacion entre el tiempo de evaluacion y el diametro del micelio de L.

theobromae en funcion de los diferentes tratamientos evaluados.



1.3. Justificacion

La investigacion se justifica ante la necesidad de encontrar alternativas naturales y
sostenibles al uso de pesticidas quimicos en la agricultura, especialmente en el control de
Lasiodiplodia theobromae, un hongo que afecta de manera significativa a los cultivos de
cacao Yy otras especies. EI uso excesivo de pesticidas ha generado preocupaciones sobre su
impacto ambiental y los riesgos para la salud humana, lo que hace imprescindible explorar
soluciones méas amigables con el medio ambiente. Los aceites esenciales, como el de naranja,
han demostrado propiedades antimicrobianas en diversos estudios, pero aun no se ha
evaluado su efectividad frente a este patdogeno en particular. Ademas, la composicion
quimica del aceite esencial de naranja cambia segun el grado de madurez de la fruta, lo que

podria influir en su capacidad para controlar el hongo.

Los beneficiarios directos de esta investigacion son los productores agricolas, especialmente
los de cacao, que se verian beneficiados por el uso de un tratamiento méas natural y menos
perjudicial para el ecosistema. Ademas, los resultados de este estudio podrian contribuir a la
reduccion de costos relacionados con el uso de pesticidas quimicos y al fomento de précticas
agricolas mas sostenibles. Los hallazgos también serviran para desarrollar estrategias de
manejo mas efectivas y menos dependientes de productos quimicos, mejorando la
rentabilidad de los cultivos al mismo tiempo que se promueve la conservacion del medio
ambiente. De este modo, los resultados obtenidos serdn Utiles tanto para los agricultores
como para la comunidad cientifica interesada en el uso de aceites esenciales en el control

bioldgico de patégenos agricolas.



CAPITULO Il

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Aceite esencial

Un aceite esencial es un compuesto natural volatil extraido de diferentes partes de las plantas,
como flores, hojas, frutos, raices y cortezas, a través de procesos como la destilacion por
arrastre de vapor o la expresion en frio. Se caracteriza por contener mezclas complejas de
sustancias quimicas, como terpenos, alcoholes, ésteres y cetonas, que le confieren aromas
distintivos y propiedades bioactivas. Los aceites esenciales desempefian un papel importante
en la planta, ya sea como mecanismo de defensa contra patdgenos y herbivoros o como

atrayente para polinizadores (Martinez-Lopez, 2018).

2.1.2. Fitopatdgeno

Un fitopatogeno es cualquier organismo que causa enfermedades en las plantas, incluyendo
hongos, bacterias, virus, nematodos y otros microorganismos. Estos agentes invaden los
tejidos vegetales, afectando funciones esenciales como la fotosintesis, el transporte de
nutrientes y el crecimiento. Pueden ingresar a las plantas a través de heridas, estomas o
directamente mediante la produccién de enzimas que degradan las barreras de defensa. Los
fitopatdgenos generan sintomas como manchas, necrosis, marchitez y podredumbre, lo que
resulta en pérdidas significativas de calidad y cantidad en los cultivos agricolas (Valle-de la
Paz et al., 2019).

2.1.3. Sanidad vegetal

La sanidad vegetal se refiere al conjunto de practicas, medidas y politicas destinadas a
proteger y mantener la salud de las plantas cultivadas, naturales o silvestres, frente a
amenazas como plagas, enfermedades y malezas. Su objetivo principal es prevenir y
controlar el dafio causado por agentes fitopatdgenos, insectos y otros organismos
perjudiciales que pueden afectar el crecimiento, la produccion y la calidad de los cultivos.
Estas acciones son fundamentales para garantizar la seguridad alimentaria, la sostenibilidad

agricola y la conservacion del medio ambiente (Martinez-Lopez, 2018).



2.1.4. Efecto antagonista

El efecto antagonista de un aceite esencial contra un fitopatdgeno es su capacidad para
inhibir o reducir su crecimiento, ya sea alterando su membrana celular, interfiriendo en su
metabolismo o bloqueando enzimas esenciales. Este efecto puede ser fungicida o bactericida,
dependiendo de la composicién quimica del aceite. Ademas, algunos aceites esenciales
compiten con el fitopatdgeno por recursos o estimulan defensas en la planta, lo que

contribuye a su control de manera natural y sostenible (Herrera-Plasencia et al., 2019).

2.1.5. Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor es un método de separacion utilizado para extraer
compuestos volatiles de una mezcla, especialmente aceites esenciales de plantas, mediante
vapor de agua. En este proceso, el vapor pasa a través del material vegetal, arrastrando los
compuestos volatiles sin descomponerlos. Luego, la mezcla de vapor y sustancias volatiles
se condensa en un sistema de enfriamiento, obteniendo asi una fase acuosa y otra oleosa,
donde se separa el aceite esencial. Es una técnica eficiente y ampliamente usada en la
industria (Briones & Guerrero, 2019).

2.1.6. Inhibicién del crecimiento micelial

La inhibicion del crecimiento micelial es el proceso mediante el cual se reduce o detiene la
expansion del micelio de un hongo, impidiendo su desarrollo y reproduccién. Esto puede
lograrse mediante agentes antifingicos, compuestos naturales como aceites esenciales o
microorganismos antagonistas. La inhibicion puede ocurrir por alteracion en la
permeabilidad de la membrana celular, interferencia en la sintesis de la pared celular o
afectacion de procesos metabolicos esenciales, lo que limita la propagacion del fitopatogeno
(Velarde-Negrete et al., 2024).

2.1.7. Crecimiento micelial

El crecimiento micelial es el proceso mediante el cual el micelio de un hongo se expande y
desarrolla, formando una red de filamentos llamados hifas. Este crecimiento ocurre mediante

la elongacion y ramificacion de las hifas, permitiendo al hongo colonizar su entorno y
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obtener nutrientes. Factores como la temperatura, la humedad, el pH y la disponibilidad de
sustratos influyen en su desarrollo. Es fundamental en la reproduccién y supervivencia de

los hongos, tanto en ambientes naturales como en cultivos agricolas (Yang et al, 2019).

2.1.8. Estado de madurez

El estado de madurez de una fruta es la etapa en su desarrollo en la que alcanza caracteristicas
Optimas para su consumo 0 procesamiento. Se determina por cambios en color, textura,
sabor, contenido de azucares y firmeza. Existen diferentes tipos de madurez, como la
madurez fisioldgica, cuando la fruta ha completado su desarrollo, y la madurez de consumo,
cuando presenta las mejores condiciones organolépticas. Factores como la especie, las
condiciones climaticas y el manejo postcosecha influyen en su maduracion (Ramos-Cruz et
al., 2023).

2.2. Marco referencial

2.2.1. Principales especies vegetales utilizadas para extraer aceites esenciales

Los aceites esenciales se extraen de diversas especies vegetales, y cada una de ellas ofrece
propiedades y beneficios particulares. Entre las principales especies utilizadas para la
obtencién de estos aceites se encuentran plantas como la lavanda, el romero, la menta, el
eucalipto, la manzanilla y el arbol de té, entre otras. Estas especies son conocidas por sus
compuestos volatiles que tienen aplicaciones tanto terapéuticas como cosmeticas, y se
extraen principalmente mediante procesos como la destilacién por vapor o la expresién en
frio (Zhu et al., 2020).

La lavanda es una de las plantas méas conocidas y utilizadas para la extraccion de aceites
esenciales. Su aceite tiene propiedades relajantes y calmantes, lo que lo convierte en una
opcidn popular en aromaterapia. Ademas, se emplea en productos cosméticos debido a sus
propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas. El aceite esencial de lavanda se extrae
principalmente de las flores, y su aroma suave lo hace ideal para la elaboracion de
ambientadores, cremas y aceites de masaje (Mitropoulou et al., 2020). Por otro lado, el
romero es otro aceite esencial ampliamente utilizado, conocido por sus efectos estimulantes

y analgésicos. El aceite de romero se obtiene de las hojas de la planta y es apreciado por su
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capacidad para mejorar la circulacion, aliviar dolores musculares y mejorar la concentracion
(Alves, Setzer, & Da Silva, 2019).

La menta, especialmente la menta piperita, es otra planta cuya esencia se utiliza en una
amplia variedad de productos. Su aceite esencial tiene un aroma fresco y vigorizante, siendo
muy utilizado para aliviar problemas digestivos y respiratorios. Este aceite se extrae
principalmente de las hojas de la planta, y su accion refrescante también lo hace muy popular
en cosméticos y productos para el cuidado personal (Mendoza & Ordinola, 2022). El
eucalipto, por su parte, es conocido por sus propiedades expectorantes y antisépticas. El
aceite esencial de eucalipto se obtiene de las hojas de esta planta y se utiliza ampliamente en
la medicina natural para tratar resfriados, problemas respiratorios y dolores musculares. Su
fuerte aroma fresco y penetrante también lo hace eficaz en productos para la limpieza del
hogar (Laura-Ticona et al., 2024).

La manzanilla, con sus suaves flores amarillas, es otra especie cuya esencia se utiliza para
obtener aceites esenciales con propiedades calmantes y antiinflamatorias. El aceite esencial
de manzanilla es particularmente Gtil en el tratamiento de la piel, ya que ayuda a calmar
irritaciones y a promover la cicatrizacién de heridas menores. Ademas, se utiliza en
infusiones para aliviar dolores estomacales y tensiones nerviosas (Cedefio-Cevallos et al.,
2023). Otra planta destacada es el &rbol de té, cuyo aceite esencial es ampliamente
reconocido por sus propiedades antimicrobianas y antifingicas. Este aceite, extraido de las
hojas del arbol de té, se usa en productos para el cuidado de la piel, especialmente para
combatir el acné y las infecciones cutaneas. Sus propiedades antisépticas lo convierten en
un aliado en la medicina natural y en la fabricacién de productos de higiene personal
(Briones & Guerrero, 2019).

El incienso es una especie que también se utiliza en la produccién de aceites esenciales, cuyo
aroma es conocido por sus efectos relajantes y espirituales. El aceite esencial de incienso se
obtiene de la resina del arbol Boswellia, y es utilizado en la préctica de la meditacion y la
aromaterapia. Ademas de sus beneficios emocionales y psicoldgicos, el incienso también
tiene propiedades antiinflamatorias y antioxidantes que lo hacen util en la elaboracion de

productos cosmeticos y medicinales (Velarde-Negrete et al., 2024).
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La rosa, especialmente en su variedad de rosa mosqueta, es otra planta utilizada para la
extraccion de aceites esenciales. El aceite de rosa mosqueta es famoso por sus propiedades
regeneradoras de la piel, ya que favorece la reparacion celular y combate los signos de
envejecimiento. Se obtiene principalmente de las semillas de la rosa mosqueta y es muy
apreciado en la industria cosmética por su capacidad para mejorar la elasticidad y apariencia
de la piel (Montalvan et al., 2023). Otra especie que no puede faltar en la lista es el jazmin,
cuyos aceites esenciales se extraen de sus flores y tienen propiedades calmantes y relajantes.
El aceite esencial de jazmin es popular en perfumeria debido a su aroma dulce y floral, y se
usa también en productos para el cuidado de la piel por sus propiedades hidratantes (Laura-
Ticona et al., 2024).

Ademas de estas especies, existen otras como la albahaca, el clavo de olor, el cilantro y la
salvia, que también se emplean para la obtencion de aceites esenciales con diversas
aplicaciones. La albahaca, por ejemplo, se utiliza principalmente por sus propiedades
antiinflamatorias y antiespasmaodicas, mientras que el clavo de olor es conocido por sus
efectos analgésicos y antimicrobianos. El aceite esencial de cilantro tiene propiedades
digestivas, mientras que la salvia es util en el tratamiento de trastornos respiratorios y

hormonales (Briones & Guerrero, 2019).

El aceite esencial de naranja, extraido de la céscara de la fruta, también es ampliamente
utilizado, especialmente por sus efectos revitalizantes y estimulantes. Su aroma fresco y
citrico lo convierte en una opcion popular en productos de limpieza, cosméticos y

aromaterapia (Huaman-Lépez et al., 2024).

2.2.2. Aceite esencial de naranja

El aceite esencial de naranja es un extracto natural obtenido principalmente de la cascara del
fruto del naranjo dulce (Citrus sinensis) mediante un proceso de prensado en frio. Se
caracteriza por su aroma citrico y fresco, ampliamente utilizado en las industrias cosmética,
alimentaria, farmacéutica y de limpieza. Su composicion quimica estd dominada por el
limoneno, un monoterpeno con propiedades antioxidantes, antimicrobianas y
antiinflamatorias. Ademas, se emplea en aromaterapia por sus efectos relajantes y
energizantes, ayudando a reducir el estrées y mejorar el estado de &nimo (Agarwal et al.,
2022).
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2.2.2.1. Composicion del aceite esencial de naranja

El aceite esencial de naranja contiene una mezcla compleja de compuestos quimicos que le
confieren sus propiedades aromaticas, terapéuticas y funcionales. Su componente principal
es el limoneno, un monoterpeno que representa entre el 85 % y el 95 % de su composicion
y es responsable de su caracteristico aroma citrico. Ademas del limoneno, se encuentran
otros monoterpenos como el mirceno y el a-pineno, que contribuyen a sus propiedades

antioxidantes y antimicrobianas (Cid-Samamed et al., 2022).

La presencia de aldehidos como el citral y el octanal potencia su capacidad antimicrobiana,
mientras que los ésteres como el acetato de linalilo le aportan un efecto relajante cuando se
emplea en aromaterapia. Dentro de su composicion también se encuentran compuestos
oxigenados como el linalool y el geraniol, que influyen en sus propiedades antiinflamatorias
y calmantes. Algunos flavonoides y cumarinas estan presentes en pequefias concentraciones
y pueden generar fotosensibilidad en la piel cuando se expone a la luz solar después de su
aplicacion (Dehghan et al., 2020). Factores como la variedad de la naranja, las condiciones
de cultivo y el método de extraccion influyen en la proporcion de estos compuestos,
determinando asi las propiedades especificas del aceite esencial. La combinacion de estos
elementos lo hace util en mdltiples aplicaciones, desde la cosmética hasta la industria

alimentaria, sin perder su valor terapéutico (Farahmandfar et al., 2019).

2.2.2.2. Propiedades del aceite esencial de naranja

El aceite esencial de naranja es conocido por sus multiples propiedades que benefician tanto
la salud fisica como emocional. Entre sus principales caracteristicas se destacan sus
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antimicrobianas, que lo convierten en un
aliado para combatir diversos problemas de salud. Por su capacidad antioxidante, el aceite
ayuda a neutralizar los radicales libres, reduciendo el envejecimiento celular y protegiendo
al cuerpo de los efectos del estrés oxidativo. Ademas, tiene efectos antiinflamatorios que
pueden aliviar dolores musculares y articulares, asi como reducir la inflamacién general
(Lamine et al., 2019).

En el ambito emocional, el aceite esencial de naranja es popular en aromaterapia por su

capacidad para mejorar el estado de animo. Su aroma refrescante y afrutado tiene un efecto
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calmante sobre el sistema nervioso, ayudando a reducir los niveles de estrés y ansiedad.
Ademas, es util para combatir la fatiga mental y fisica, promoviendo un estado general de

relajacion y bienestar (Savic et al., 2022).

En cuanto a la piel, el aceite esencial de naranja es utilizado en productos cosméticos gracias
a sus propiedades revitalizantes. Ayuda a mejorar la apariencia de la piel, promoviendo una
mayor luminosidad y favoreciendo la regeneracion celular. También tiene un efecto
limpiador, lo que lo convierte en un ingrediente Util en productos de higiene personal.
Ademas, sus propiedades digestivas estimulan la produccion de jugos gastricos, mejorando
el proceso digestivo y ayudando a combatir problemas leves de digestion (Agarwal et al.,
2022).

2.2.2.3. Usos del aceite esencial de naranja

El aceite esencial de naranja se emplea en diversas industrias debido a su composicion
quimica y sus multiples propiedades beneficiosas. En el &mbito cosmético, se utiliza en la
formulacion de cremas, lociones, jabones y productos capilares, ya que ayuda a equilibrar la
produccion de grasa en la piel y el cuero cabelludo, ademas de aportar hidratacién y un aroma
agradable. Su capacidad antioxidante lo convierte en un ingrediente popular en tratamientos
antienvejecimiento, mientras que su accion antimicrobiana contribuye a mejorar afecciones

cuténeas como el acné o la irritacién (Durmus et al., 2023).

En la industria farmacéutica, se incorpora en formulaciones destinadas a aliviar el estrés, el
insomnio y los trastornos digestivos, debido a su efecto relajante y carminativo. Su uso en
aromaterapia ha ganado popularidad, ya que su fragancia fresca y dulce favorece la
sensacion de bienestar, reduce la ansiedad y mejora el estado de animo. Difusores, velas
aromaticas y aceites de masaje suelen contenerlo para potenciar la relajacion y aliviar

tensiones musculares (Savic et al., 2022).

Dentro de la industria alimentaria, se emplea como saborizante natural en la produccion de
bebidas, confiteria y productos de panaderia. Su alto contenido de limoneno no solo
proporciona un aroma citrico caracteristico, sino que también actia como conservante
natural debido a sus propiedades antimicrobianas. En la limpieza del hogar, forma parte de

la composicion de productos ecoldgicos, ya que posee propiedades desengrasantes y
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desinfectantes, eliminando bacterias y hongos sin necesidad de compuestos quimicos

agresivos (Gonzélez et al., 2021).

2.2.2.4. Uso del aceite esencial de naranja para el control de fitopatégenos

El aceite esencial de naranja ha mostrado un notable potencial en el control de fitopatogenos
debido a sus propiedades antimicrobianas y antifungicas. Su composicion quimica, rica en
limoneno, un terpeno que tiene efectos bactericidas y fungicidas, es uno de los factores clave
en su capacidad para combatir diversas especies patdgenas que afectan a las plantas (Li et
al., 2018). A traves de estudios recientes, se ha comprobado que este aceite esencial es eficaz
frente a hongos, bacterias y virus que causan enfermedades en cultivos agricolas. Al ser de
origen natural, el aceite de naranja es una opcion sostenible frente a los productos quimicos
tradicionales, ofreciendo una alternativa menos agresiva para el medio ambiente y la salud
humana (Babarinde et al., 2021).

El mecanismo de accion del aceite esencial de naranja contra los fitopatdgenos se basa
principalmente en la inhibicion de las actividades metabdlicas de los microorganismos. El
limoneno, compuesto principal del aceite, penetra en las membranas celulares de los
patogenos, alterando su integridad y causando la liberacién de contenido intracelular (Cid-
Samamed et al., 2022). Ademas, puede interferir con las rutas biosintéticas que los patégenos
necesitan para su crecimiento y reproduccion, lo que lleva a la muerte celular de los mismos.
Esta accion antimicrobiana no se limita a la accion directa sobre los microorganismos, sino
que también puede inducir respuestas de defensa en las plantas, activando sus mecanismos
de inmunidad (Dehghan et al., 2020).

Ademas de su accion directa sobre los patdgenos, el aceite esencial de naranja también posee
propiedades antioxidantes, lo que contribuye a reducir el dafio celular causado por la
proliferacion de agentes patdgenos. Los antioxidantes presentes en el aceite pueden
neutralizar los radicales libres generados durante la interaccién entre las plantas y los
fitopatdgenos, reduciendo el estrés oxidativo y mejorando la salud general de las plantas
afectadas (Farahmandfar et al., 2019).

Una de las principales ventajas del aceite esencial de naranja es su naturaleza ecoldgica. Al

ser una opcion natural, su uso no implica los riesgos asociados con los pesticidas quimicos,
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tales como la resistencia de los patdgenos, la contaminacion del suelo y el agua, y los efectos
negativos sobre organismos no objetivo, como insectos polinizadores y fauna benéfica
(Savic et al., 2022). Este tipo de tratamiento también reduce los residuos toxicos en los
productos agricolas, lo que beneficia tanto a los consumidores como a los agricultores,

especialmente en el contexto de la agricultura sostenible (Durmus et al., 2023).

El uso de aceite esencial de naranja también presenta beneficios econdémicos, ya que, al ser
una alternativa natural, reduce la dependencia de productos quimicos costosos y puede
mejorar la rentabilidad a largo plazo de los cultivos. Ademas, su uso tiene un impacto menor
en la biodiversidad de los agroecosistemas, promoviendo un ambiente mas saludable para el
crecimiento de las plantas y la fauna circundante. El aceite puede ser facilmente incorporado
en programas de manejo integrado de plagas (MIP), proporcionando un control mas
equilibrado de los patdgenos (Gonzalez et al., 2021).

Sin embargo, su uso no esta exento de desventajas. En primer lugar, su efectividad puede
variar dependiendo de la concentracién utilizada, las condiciones ambientales y el tipo de
patdgeno. En algunos casos, puede ser necesario aplicar el aceite esencial en combinaciones
con otros tratamientos para obtener los resultados deseados. Ademas, el costo del aceite
esencial de naranja, especialmente cuando se obtiene a traveés de métodos de produccion
sostenible, puede ser relativamente alto, lo que limita su accesibilidad para algunos
agricultores, especialmente en grandes cantidades (Babarinde et al., 2021).

Otra limitacion es la posible fitotoxicidad en ciertas especies vegetales si no se utiliza
adecuadamente. Aungue el aceite esencial de naranja es generalmente considerado seguro
para la mayoria de las plantas, su aplicacion excesiva o en concentraciones muy altas puede
provocar dafio en las hojas, tallos o raices. Es recomendable realizar pruebas en pequefias
areas antes de su aplicacién generalizada para asegurarse de que no cause efectos negativos

en los cultivos (Stegmayer et al., 2021).

El manejo de las condiciones climéaticas también es un factor a tener en cuenta. El aceite
esencial de naranja puede perder eficacia en condiciones de alta humedad o temperaturas
extremas, lo que limita su uso en algunas zonas agricolas. Ademas, dado que su accién es

mas suave que la de los pesticidas quimicos, puede no ser adecuado para cultivos que
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enfrentan infecciones severas o0 altamente resistentes, donde se requieren tratamientos mas

agresivos (Garcia-Mateos et al., 2023).

Por altimo, a pesar de ser un recurso natural, el aceite esencial de naranja debe usarse con
precaucion, ya que la sobreexplotacion de los recursos naturales, como los citricos de donde
se extrae el aceite, podria tener efectos negativos en la biodiversidad y el ecosistema. Es
importante que su produccion y uso sean gestionados de manera sostenible para evitar

impactos negativos a largo plazo (Duran-Aguirre et al., 2020).

2.2.3. Lasiodiplodia theobromae

Lasiodiplodia theobromae es un hongo cosmopolita que pertenece al género Lasiodiplodia.
Este hongo afecta una amplia variedad de hospederos, incluidos monocotiledoneas,
dicotiledoneas y gimnospermas, con mayor prevalencia en zonas tropicales y subtropicales.
Los sintomas de la infeccion varian e incluyen muerte descendente de las plantas, cancer,
gomosis, tizén de hojas y pudricion de raices en especies maderables y cultivos. Como
saprofito, L. theobromae actla como un patégeno latente, siendo detectable en tejidos sanos

como enddfito, pero se vuelve activo en plantas debilitadas o estresadas (Dong et al., 2020).

En el cacao, Lasiodiplodia theobromae puede sobrevivir en el suelo o en restos vegetales en
estructuras reproductoras, y su movilidad depende de varios factores hasta llegar a los tejidos
vegetales, donde se mantiene en forma endoéfita. Los sintomas que causa en el cacao incluyen
la muerte de ramillas joévenes, pudricion y momificacion de frutos, y en casos graves, puede
provocar la muerte regresiva de la planta (Garcia-Gallirgos, 2021). En la Tabla 1, se presenta
la clasificacion taxondmica del hongo Lasiodiplodia theobromae.

Tabla 1.

Clasificacion taxonomica del hongo Lasiodiplodia theobromae
Taxonomia Clasificacion

Reino Hongos

Divisién Ascomicota

Clase Dothideomycetes

Orden Botryosphaeriales

Familia Botryosphaeriaceae

Género Lasiodiplodia

Especie theobromae

Fuente: Troncozo-Correa (2023)
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2.2.3.1. Morfologia

El género Lasiodiplodia se distingue de otros géneros cercanos por la presencia de picnidios,
parafisis y estriaciones longitudinales en los conidios maduros. La morfologia de su
ascocarpo es de color café oscuro a negro, con una pared gruesa de color café oscuro y capas

internas hialinas, alcanzando un didmetro de 250-400 um (Dong et al., 2020).

El asca es bitunicada, con estipite, y esta formada por 8 esporas, que tienen una longitud de
90-120 um. Las ascosporas son biseriadas, hialinas, sin septos, con dimensiones de 30-35 x
11-14 um. El conidiomata es estromatico, puede ser simple o0 agregado, y cuando madura en
el hospedero, adquiere un color café oscuro (Huaman-Pilco et al., 2024). Es unilocular, con
una pared gruesa o delgada de color marrén, y puede alcanzar hasta 5 mm de ancho, con un
ostiolo central, Unico y papillado. Las paréfisis son hialinas, cilindricas, tabicadas, y
generalmente ramificadas con extremos redondeados, alcanzando hasta 55 pum de largo y 3-
4 um de ancho (Serrato-Diaz et al., 2020).

2.2.3.2. Distribucion geogréfica

La dispersion del hongo, al igual que otros miembros de la familia Botryosphaeriaceae, es
facilitada por el movimiento de material vegetal infectado mediado por los seres humanos,
lo que ha permitido su expansion a nivel global (Yang et al., 2019). Actualmente, se
encuentra ampliamente distribuido, con mayor concentracién en las regiones tropicales y
subtropicales. El patégeno fue identificado por primera vez en Camerdn en 1895, donde
causaba pudricion en las mazorcas de cacao. Posteriormente, se ha reportado en varios paises

como India, Samoa Occidental, Bangladesh y Filipinas (Yang et al., 2021).

L. theobromae tiene un rango de mas de 500 especies hospederas, 1o que contribuye a su
amplia distribucion. En Sudamérica, se ha detectado en cultivos de importancia agricola
como aguacate en Pert y Cuba, mango en Brasil, Per(l y Cuba, citricos en Chile, México y
Cuba, papaya en Brasil, vid en Peru y teca en Brasil (Moreira-Morrillo et al., 2021). En
cuanto al cacao, ha sido aislado de tejidos afectados en paises como Venezuela, Cuba y
México, aunque no se ha demostrado su patogenicidad en este cultivo. En Ecuador, hasta la

fecha, solo se ha reportado en arboles de Tectona grandis (Sudha et al., 2019).
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2.2.3.3. Ciclo de vida

Lasiodiplodia theobromae es un fitopatégeno capaz de sobrevivir en el suelo y en los restos
de cultivos, principalmente en forma de picnidios, esclerocios y/o clamiddsporas, que sirven
como estructuras de resistencia en los tejidos infectados y en el suelo. EI hongo puede
persistir como saprofito en hojas, frutos infectados y fragmentos de ramas caidas, ademas de
en forma de clamidosporas (Sathya et al., 2017). Las esporas contenidas en los picnidios se
liberan al ambiente cuando las condiciones son Gptimas (con una temperatura minima de 15
°C, optima de 28 °C y maxima de 40 °C), dispersandose a través del viento, la lluvia,
herramientas y mediante insectos de la familia Miridae, como Helopeltis theobromae, H.
ammonli y H. theobromae. Estas condiciones propician la rapida infeccion de nuevas
plantas, lo que puede generar brotes significativos en areas agricolas (Troncozo-Correa,
2023).

Una vez que el hongo infecta la planta, se pueden observar lesiones en frutos, brotes y
ramillas jovenes, lo que provoca dafios importantes en el rendimiento de las mazorcas,
especialmente en variedades de cacao susceptibles. Las lesiones pueden expandirse
rapidamente, afectando la salud general de la planta y disminuyendo considerablemente la
calidad y cantidad de la cosecha. En casos graves, la infeccion puede llevar a la muerte de

las plantas jovenes (Garcia-Gallirgos, 2021).

2.2.3.4. Sintomas causados en especies agricolas y forestales

Lasiodiplodia theobromae causa una variedad de dafios en cultivos agricolas y forestales,
especialmente en aquellos que estan bajo condiciones de estrés o debilitados. En plantas de
cacao, el hongo afecta principalmente las ramas jovenes, los brotes y las mazorcas,
produciendo lesiones que pueden avanzar rapidamente. Estas lesiones se caracterizan por la
presencia de pudricién y momificacion de los frutos, lo que reduce considerablemente la
calidad de la cosecha (Bautista-Cruz et al., 2019). En casos graves, la infeccién puede
resultar en la muerte regresiva de la planta, afectando severamente la productividad de las
fincas de cacao. Los sintomas incluyen la aparicion de manchas oscuras en los frutos y la
necrosis de las ramas y hojas, lo que disminuye la capacidad de la planta para realizar

fotosintesis y, por lo tanto, su crecimiento y desarrollo (Berraf-Tebbal et al., 2020).
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En cultivos como el mango, aguacate y papaya, L. theobromae también provoca la caida
prematura de frutos, necrosis en las ramas y muerte regresiva de la planta. Las lesiones en
los frutos suelen comenzar como manchas oscuras que se expanden rdpidamente, afectando
la calidad y reduciendo el rendimiento. Este hongo puede persistir en restos vegetales y en
el suelo, facilitando su dispersion y provocando brotes recurrentes en la siguiente cosecha
(Sudha et al., 2019).

En cultivos forestales, como las plantaciones de teca y otras especies maderables, L.
theobromae puede causar la muerte de ramas y, eventualmente, de toda la planta,
especialmente cuando las condiciones ambientales favorecen el desarrollo del hongo. Este
patdgeno también puede afectar a otras especies de importancia comercial, generando
pérdidas econdmicas significativas en la industria agricola y forestal (Troncozo-Correa,
2023).

2.2.4. Antecedentes investigativos

Se ha demostrado que el D-limoneno, el principal componente del aceite esencial de naranja,
tiene efectos anti proliferativos y promueve la apoptosis. Las frambuesas recubiertas con
CMC vy aceite esencial mostraron un 30% menos de decaimiento en comparacion con
aquellas sin el aceite. Ademas, estos recubrimientos con aceite esencial mostraron una mayor
capacidad para inhibir el crecimiento microbiano en comparacion con los recubrimientos sin
aceite esencial. Los resultados son similares a los obtenidos en estudios con fresas
recubiertas con quitosano, donde al final del almacenamiento, las fresas sin recubrimiento
presentaron un dafio moderado del 42 %, mientras que las fresas recubiertas mostraron dafio
en un intervalo de 16 a 20 %. Esto sugiere que los recubrimientos ayudan a prevenir la

incidencia de podredumbre gris (Trejo, 2015)

Se descubrid que los aceites esenciales de limon (Citrus limon L.), naranja (Citrus sinensis
L.) y bergamota (Citrus bergamia) son efectivos para controlar patdégenos en frutos. Esta
eficacia se debe a que los aceites citricos contienen terpenos como el limoneno (92.52 a 97.3
%) y B-pineno (1.37 a 1.82 %), que han demostrado tener propiedades antimicrobianas,
inhibiendo el crecimiento de diversos patogenos fungicos y bacterianos en los cultivos
tratados. En particular, el limoneno es el componente principal del aceite esencial de limén,

representando entre el 72.5 y el 76.4 %, seguido de B-pineno con un 11.6 — 18.7 %. Ademas,
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se identifico que tres monoterpenos (timol, (S)-limoneno y 1.8-cineol) tienen propiedades
antiflngicas efectivas, al inhibir el crecimiento micelial de hongos como Rhizoctonia solani,
F. oxysporum, P. digitatum y A. niger. También se report6 que los aceites esenciales de
limon tienen actividad antifungica contra hongos como F. oxysporum y Glomerella
cingulata, que causan enfermedades en frutos. La aplicacion de estos aceites esenciales no
solo reduce la incidencia de estas enfermedades, sino que también puede prolongar la vida
atil de los productos agricolas, ofreciéndose como una alternativa a los fungicidas sintéticos
(Guedez, 2014).

El GC-MS permitio caracterizar quimicamente a los aceites esenciales de hojas de O. quixos
y P. aduncum procedentes de la Amazonia ecuatoriana y evaluar su efecto antifangico IN
VITRO, contra hongos fitopatogenos. Los resultados evidenciaron excelente propiedad
antifungica del aceite de O. quixos frente a A. oryzae, C. cladosporioides, F. solani, M. roreri,
Phytophthora sp. y R. stolonifer. El aceite esencial de P. aduncum mostré una interesante
actividad inhibitoria especialmente frente a F. solani y Phytophthora sp. Estos resultados
evidencian a las dos especies, O. quixos y P. aduncum, como plantas promisorias para el
control bioldgico de hongos fitopatdgenos. La presente investigacion sienta las bases para
posteriores estudios de actividad antifungica in vivo (Scalvenzi, 2016).

El analisis mediante GC-MS permitid caracterizar quimicamente los aceites esenciales de
las hojas de O. quixos y P. aduncum, provenientes de la Amazonia ecuatoriana, y evaluar su
efecto antifungico IN VITRO contra hongos fitopatdgenos. Los resultados mostraron una
excelente propiedad antifingica del aceite de O. quixos contra hongos como A. oryzae, C.
cladosporioides, F. solani, M. roreri, Phytophthora sp. y R. stolonifer. Por otro lado, el aceite
esencial de P. aduncum mostr6é una actividad inhibidora notable, especialmente contra F.
solani y Phytophthora sp. Estos hallazgos destacan a O. quixos y P. aduncum como plantas
prometedoras para el control bioldgico de hongos fitopatdgenos. La investigacion
proporciona una base solida para futuros estudios sobre la actividad antifungica IN VITRO
(Narvéez, 2017).

Por otro lado, se reportd que el extracto de Artemisa sp. puede inhibir completamente el
crecimiento micelial de Phytophthora cactorum, P. capsici, P. cinnamomi y P. mirabilis, y
reducir el crecimiento de P. infestans en un 60 %, a una dosis de 100 ppm. La cromatografia
de gases revelo que el aceite de clavo contiene principalmente alilbenceno eugenol, con una

concentracion del 94 %. Este compuesto actta interrumpiendo la actividad citoplasmatica
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de la membrana, aumentando su permeabilidad no especifica. Estos tratamientos se
presentan como agentes potenciales para incluir en programas de manejo de la tristeza del
aguacate causada por P. cinnamomi. Los compuestos y metabolitos secundarios de diversas
especies botanicas juegan un papel crucial en su resistencia contra plagas. Asi, las
investigaciones sobre las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales son
fundamentales para descubrir nuevos agentes para el control organico de fitopatdgenos
(Ochoa, 2020).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion de la investigacion

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Campus “La Maria” de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), ubicada en km 7.5 de la via a Quevedo-
El Empalme, en la provincia de Los Rios, entre las coordenadas geograficas 1°04'53" latitud
Sury 79°30'07" longitud Oeste, a una altitud de 66 m.s.n.m.

El sitio experimental presenta un clima tropical himedo, con una temperatura media anual
de 24.9 °C. La precipitacion media anual es de 2295.1 mm, y la humedad relativa media
alcanza un 84.0%. Ademas, la heliofania en el area, que se refiere a las horas de sol por afio,
es de 894.0 horas.

3.2. Tipo de investigacion

La investigacion realizada fue de tipo experimental y exploratoria. Se considera de tipo
experimental, puesto que se tuvo la manipulacion de diferentes tratamientos y se midi6 su
efecto en las variables de respuesta en estudio. Por otra parte, se atribuye carécter
exploratorio, debido a que, a la actualidad, no existen precedentes de investigaciones

similares en el area de influencia de la investigacion.

3.3. Meétodos de investigacion

3.3.1. Meétodo inductivo

Se aplicé el método inductivo, partiendo de lo particular a lo general para la identificacion
y seleccion de las variables de respuesta a fin de alcanzar los objetivos de la investigacion.
Posteriormente, esto aportd al desarrollo de conclusion generales a partir de los datos

particulares del estudio realizado.

3.3.2. Meétodo deductivo

El método deductivo, partio de lo general a lo particular, posibilitando la determinacion del
efecto especifico causado por los estados de madurez en la produccion de aceite esencial, asi

como de los tratamientos sobre las diferentes variables de respuesta.
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3.3.3. Método analitico

Mediante la aplicacion de este método se logré el respectivo analisis e interpretacion de los
resultados obtenidos en la evaluacion de las diferentes variables de respuesta para la
posterior generacion de resultados alineados a lo objetivos de la investigacion.

3.4. Fuentes de recopilacién de la informacién

3.4.1. Fuentes primarias

La fuente primaria de informacion utilizada en la investigacion, corresponde a toda aquella
generada por medio de la observacion directa a través de las diferentes variables de
respuesta.

3.4.2. Fuentes secundarias

Se complementd la informacion de campo, con aquella obtenidas de fuentes secundarias
como libros, articulos cientificos y tesis, de manera que se pudo fundamentar y contrastar
los resultados obtenidos en el presente estudio.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Factores estudiados

Se estudiaron dos factores, el primero correspondiente a los estados de madurez de la
naranja, y el segundo representado por las concentraciones del aceite esencial, tal como se
describen a continuacion:

Factor A: Estados de madurez

E1: Naranja inmadura

E2: Naranja madura
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Factor B: Concentraciones de aceite esencial

CO0: 0%
C1: 50%
C2: 75%
C3: 100%

3.5.2. Tratamientos evaluados

Se estudiaron ocho tratamientos, correspondientes a las interacciones entre los dos factores

en estudio. La descripcion de los tratamientos evaluados se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2.
Descripcion de los tratamientos evaluados en la investigacion
Tratamientos Cadigo Estado de madurez Concentracion

T1 E1CO Naranja inmadura 0%
T2 E1C1 Naranja inmadura 50%
T3 E1C2 Naranja inmadura 75%
T4 E1C3 Naranja inmadura 100%
T5 E2CO Naranja madura 0%
T6 E2C1 Naranja madura 50%
T7 E2C2 Naranja madura 75%
T8 E2C3 Naranja madura 100%

3.5.3. Disefio experimental

Por las caracteristicas del experimento, se utilizé un disefio factorial 2x4 en 3 repeticiones.
Se consider6 como primer factor a los estados de madurez de la naranja utilizada como
materia prima para obtener el aceite esencial y como segundo factor a las concentraciones
de aceite esencial obtenido. La unidad experimental estuvo conformada por una caja Petri
por cada una. El esquema del analisis de varianza (ANOVA) utilizado en la investigacion se

presenta en la Tabla 3.
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Tabla 3.
Descripcion del analisis de varianza utilizado en la investigacion

Fuentes de variacion Formula Grados de libertad
Estados de madurez (A) a-1 1
Concentraciones (B) b-1 3
Interacciones (AxB) @-1)((b-1) 3
Error @*b)(r-1) 16
Total (r*a*b) -1 23

El modelo matematico lineal utilizado en el disefio experimental aplicado fue el que se

describe a continuacion:

Vi =u+a;+ B+ (aB)ij + €ijx
Donde:
Yiik: Observacion de la respuesta del tratamiento con el i-éjimo nivel de Ay del j-ésimo
nivel de By la repeticion k-ésima
w: Media general
ai: Efecto del i-ésimo nivel del factor A
Bi: Efecto del j-ésimo nivel del factor B
(ap)ij: Efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor Ay el j-ésimo

eijk: Error aleatorio asociado a la observacion Yij, asumido como &ij ~ N (0, 62)

3.6. Instrumentos de investigacion

3.6.1. Manejo del experimento

3.6.1.1. Preparacion del aceite esencial

Se realizé la preparacion del aceite esencial a través de un proceso que incluyd la extraccion
del aceite de la cascara de naranjas en dos estados de madurez: inmadura y madura,
utilizando la técnica de destilacion por arrastre de vapor. Las naranjas fueron recolectadas
en estos dos estados de madurez en cultivos locales de Quevedo, Los Rios. Posteriormente,
se lavaron con agua potable para eliminar cualquier residuo superficial. Luego, se pelaron
utilizando cuchillos esterilizados y se sometieron a destilacion por arrastre de vapor para

extraer el aceite esencial. El producto obtenido se almaceno en frascos de vidrio oscuro a
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una temperatura de 4 °C hasta su utilizacion en los experimentos de acuerdo a lo descrito
por Briones & Guerrero (2019).

Los aceites esenciales extraidos se analizaron mediante cromatografia de gases (CG) para
identificar y cuantificar sus componentes principales, como limoneno, cineol y linalol. Para
ello, se diluyé una alicuota de cada muestra en un solvente apropiado, como hexano o
metanol, en una proporcion de 1:100. Las muestras diluidas fueron filtradas a través de un
filtro de jeringa de 0.45 pm antes del analisis. En el proceso cromatografico se emple6 un
cromatadgrafo de gases equipado con un detector de ionizacion de llama o un detector de
espectrometria de masas, utilizando una columna capilar adecuada para la separacion de
terpenos. Las condiciones cromatograficas establecidas incluyeron una temperatura del
inyector de 250 °C, una temperatura del detector de 280 °C, un programa de temperatura del
horno de 60 °C (mantenido durante 2 minutos) con un incremento de 4 °C por minuto hasta
alcanzar 240 °C, mantenido durante 5 minutos, un flujo constante de helio de 1 mL/min, un
volumen de inyeccion de 1 pL y un modo de inyeccion Split con una relacion de 1:50
(Distefano et al., 2022).

Para la identificacion y cuantificacion de los componentes principales se utilizaron
estandares de n-alcanos (C8 - C20) para calcular los indices de retencion de Kovats. Los
componentes fueron identificados comparando sus indices de retencion y espectros de masas
con bases de datos estandar como NIST y Wiley, asi como con literatura cientifica. La
cuantificacion se realizo6 mediante el método de normalizacion de areas. Finalmente, se
compararon los perfiles cromatograficos de los aceites esenciales extraidos de naranjas
inmaduras y maduras, identificando y cuantificando los componentes principales en cada
muestra, con un enfoque particular en limoneno, cineol y linalol (Urrunaga-Ormachea et al.,
2022).

3.6.1.2. Preparacion del medio de cultivo y cultivo del hongo
Se preparo el medio Papa Dextrosa Agar (PDA) siguiendo las instrucciones del fabricante y
se esterilizo en un autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Una vez esterilizado, el medio

fue vertido en placas Petri y se dejo solidificar. Posteriormente, el hongo Lasiodiplodia

theobromae fue inoculado en las placas Petri con PDA y se incub0 a una temperatura de 28

29



°C durante 7 dias. Durante este periodo, se registré el crecimiento micelial y la produccién

de picnidios (Farahmandfar et al., 2019).

Figura 1.
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3.6.2. Variables evaluadas

3.6.2.1. Caracterizacion del aceite esencial obtenido

Para la caracterizacion de los compontes del aceite esencial obtenido de la cascara de naranja
en diferentes estados de madurez, se tomé una muestra de 10 mL de cada uno, y se envio
para su analisis al laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad Técnica Particular de
Loja (UTPL).

3.6.2.2. Cantidad de aceite esencial obtenido

La cantidad de aceite esencial obtenido por cada estado de madurez de la cascara de naranja
se establecié mediante el registro del volumen total obtenido por cada 300 g de materia
prima. Luego se establecio el promedio de acuerdo a cada uno de los estados de madurez, y

se expreso el volumen en mL.

3.6.2.3. Diadmetro del micelio (mm)

La medicion del didmetro micelial de Lasiodiplodia theobromae se realizé utilizando un
calibrador digital, tomando dos mediciones perpendiculares del crecimiento del micelio en
cada caja Petri y se calcul6 el promedio de ambas. Las mediciones se efectuaron cada 24
horas durante tres dias, y se expresé el promedio de acuerdo a cada tratamiento expresado
en milimetros en cada una de las evaluaciones, siguiendo la metodologia descrita por
Oliveira-Da Silva et al. (2017).

3.6.2.4. Crecimiento micelial

El crecimiento micelial experimentado por el hongo entre la primera y la Gltima evaluacion,
se establecio mediante la diferencia entre el didmetro micelial registrado en éstas, aplicando

la siguiente formula:

CM = DM; — DM;
Donde:

CM: Crecimiento micelial (mm)
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DM Didmetro micelial en la evaluacion final (mm)

DM:;: Diametro micelial en la evaluacion inicial (mm)

3.6.2.5. Tasa de crecimiento (mm dia?)

Se determin0 la tasa de crecimiento experimentada por el hongo en cada uno de los
tratamientos, mediante el cociente entre el crecimiento del micelio al cabo de 72 horas y el
numero de dias transcurridos (tres dias), utilizando la férmula descrita por Roggero-Luque
et al. (2022):

Donde:
TC: Tasa de crecimiento (mm dia™)
CM: Crecimiento del micelio (mm)

TE: Tiempo de evaluacion(dias)

3.6.2.6. Inhibicién del crecimiento micelial

Con base a los valores del diametro micelial registrado en cada una de las tres evaluaciones,
se determind la inhibicion del crecimiento micelial (ICM), utilizando la férmula descrita por
Arce-Araya et al. (2019):

1M DMC — DMT 100
= ——x%
DMC

Donde:
ICM: Inhibicién del crecimiento micelial (%)
DMC: Diametro del micelio en el tratamiento control (mm)

DMT: Diametro del micelio en el tratamiento (mm)

3.7. Tratamiento de los datos

Los datos obtenidos de la evaluacion de las variables de respuesta, fueron analizados

mediante el test de normalidad de Shapiro-Wilk (1965). Una vez comprobada la distribucion
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normal de los datos, se procedio a realizar el respectivo analisis de varianza (ANOVA) a las
variables de respuesta. Las variables que presentaron coeficientes de variacion superiores al
20%, fueron sometidas a la transformacion de datos mediante vx + 0.5, a fin de disminuir
la dispersion de los mismos. Posteriormente, se aplicé la prueba de Tukey (p<0.0.5) para la

comparacion de las medias de los niveles de los factores e interacciones en estudio.

Adicionalmente, se hicieron analisis de correlacion de Pearson entre las horas transcurridas
y el didmetro micelial del hongo (mm) en respuesta a cada uno de los diferentes tratamientos
evaluados, a fin de identificar la variacion generada por la aplicacion de los mismos. Por otra
parte, también se hizo un analisis de correlacidn entre las concentraciones de aceite esencial

y parametros de crecimiento micelial de L. theobromae.

3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

e Estudiante Responsable del Proyecto de Investigacion (Maria De Los Angeles Lopez
Ortega)

e Docente Tutor del Proyecto de Investigacion (Qco. Loguard Smith Rojas Uribe, M.Sc.)

3.8.2. Recursos materiales

3.8.2.1. Materialesy equipos de oficina

e Computador

e Equipo de imagen y video
e Impresora

e Libreta de campo

e Paquete Office

e Software de andlisis de datos
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3.8.2.2. Materiales y equipos de laboratorio

e Aceite esencial de naranja
e Agua destilada

e Autoclave

e Balanza analitica

e Cajas de Petri

e Cémara de flujo laminar

e Centrifuga

e Cuchillos esterilizados

e Destilador por arrastre de vapor
e Etanol 70 %

e Frascos de vidrio oscuro

e (Gafas de seguridad

e Gradillas

e Guantes desechables

e Incubadora

e Mascarillas

e Mechero Bunsen

e Medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
e Microscopio estereoscopico
e Naranjas

e Papel aluminio

e pHmetro

e Pipetas

e Placas Petri

e Puntas de pipeta

e Refrigerador

e Soportes para tubos

e Tubos de ensayo
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Composicion cromatografica de aceites esenciales de cascara de naranja Valencia

Las muestras de aceites esenciales extraidas de cascaras de naranja variedad Valencia (Citrus
sinensis) en estado inmaduro (CIM) y maduro (CM) fueron sometidas a un ensayo de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) con el objetivo de
determinar su perfil quimico volatil. El analisis se realizé utilizando una columna capilar
HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um), bajo condiciones de inyeccion en modo splitless y
con helio como gas portador a un flujo constante de 1 mL/min. La temperatura del horno se
programd con un incremento inicial desde 60 °C, sostenido por 2 minutos, seguido de un
aumento de 3 °C/min hasta alcanzar 240 °C. La temperatura del inyector fue de 250 °C y la
del detector de 280 °C. El analisis permiti6é obtener los cromatogramas correspondientes a
cada muestra, los cuales se presentan en la Figura 2A para la cascara inmadura (CIM) y en
la Figura 2B para la cascara madura (CM), evidenciando diferencias significativas en la
intensidad relativa de los compuestos volatiles detectados entre ambos estados de

maduracion.

Figura 2. Cromatograma del aceite esencia de cascara de naranja inmadura y madura
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4.1.2. Composicion quimica del aceite esencial de cascara inmadura

El analisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
del aceite esencial extraido de cascaras de naranja Valencia en estado inmaduro (CIM) revel6
un perfil quimico caracterizado por un claro predominio de monoterpenos hidrocarburos,
con una concentracion sobresaliente de d-limoneno (79.7%), que constituye la base
aromatica principal del aceite. Esta elevada proporcién se encuentra dentro del rango
reportado para aceites de naranja dulce, aunque ligeramente inferior al valor tipico de 85—

95% observado en aceites obtenidos por expresion en frio.

Destaca también la presencia notable de linalool (7.4%), un alcohol monoterpénico
oxigenado con propiedades arométicas florales y reconocida actividad bioldgica. Su
concentracion es considerablemente mayor al promedio habitual (<3%) en aceites esenciales
de naranja, lo que sugiere que el método de extraccion utilizado (posiblemente destilacion
por arrastre de vapor) o la inmadurez fisiologica del fruto favorecieron la liberacion de
alcoholes monoterpénicos. Otros componentes significativos incluyen B-mirceno (2.2%),
octanal (2.0%) y a-terpineol (1.3%), que junto con terpinen-4-ol (1.0%), los isomeros del
citral —geranial (0.96%) y neral (0.68%)— y decanal (0.66%) completan el perfil volatil
mas relevante. El contenido de aldehidos alifaticos como octanal y decanal contribuye con

notas citricas intensas.

Finalmente, también se identificaron compuestos menores como a-pineno (0.5%), sabineno,
B-pineno, y-terpineno y ocimenos, todos en concentraciones inferiores al 0.5%, en
concordancia con el perfil habitual de aceites citricos. En conjunto, el aceite de CV mostr6
un contenido total de monoterpenos hidrocarburos superior al 90%, mientras que los
compuestos oxigenados, aunque minoritarios en proporcion global, destacan por su
diversidad y concentracion superior a lo comun, aportando un perfil quimico y

funcionalmente versatil.

4.1.3. Composicion quimica del aceite esencial de cascara madura

El aceite esencial extraido de cascara de naranja Valencia en estado maduro (CM) presento
un perfil quimico marcadamente distinto al observado en el estado inmaduro (CIM),

evidenciando transformaciones quimicas atribuibles al proceso de maduraciéon y/o
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extraccion. Aunque el d-limoneno continta siendo el compuesto predominante, su
concentracion descendi6 drasticamente a 38.6%, revelando una significativa reduccion de la

fraccién hidrocarbonada y una transformacion hacia compuestos mas oxigenados.

El componente mas destacado tras el limoneno fue el linalool, que alcanzé un valor de
29.3%, situandose en niveles excepcionalmente altos comparados con el estandar reportado
en la literatura (<5%). Este cambio sugiere una transformacion oxidativa sustancial del
limoneno o la liberacion de compuestos previamente conjugados en la matriz vegetal. A este
le siguen otros monoterpenos oxigenados como a-terpineol (4.5%), geranial (1.75%), neral
(1.53%) y geraniol (1.38%), todos con funciones conocidas en la defensa vegetal y con

importantes aplicaciones terapéuticas.

Los aldehidos alifaticos como decanal (2.04%), nonanal (0.78%) y octanal (1.69%) también
se encontraron en mayores proporciones que en la muestra inmaduro, lo que sugiere una
mayor actividad oxidativa sobre cadenas terpénicas mas largas. Asimismo, la concentracion
de terpinen-4-ol se incrementd a 1.72%, indicando una posible oxidacién secundaria de

monoterpenos.

En contraste con el estado inmaduro, los monoterpenos hidrocarburos menores
disminuyeron de forma generalizada: B-mirceno (~0.9%), a-pineno (~0.3%), sabineno
(~0.16%) y otros por debajo del 0.1%. Esta caida en los hidrocarburos, junto con el aumento
de compuestos oxigenados, sugiere una progresiva degradacion o bioconversion durante la

maduracion.

Finalmente, se detectaron sesquiterpenos en trazas —como (E)-cariofileno (0.2%), o-
copaeno (0.06%) y B-copaeno (0.04%)— ausentes en el estado inmaduro. Esto podria
deberse a que la reduccion de limoneno permitio su deteccion, o bien a una sintesis inducida
por la maduracion avanzada. En conjunto, el aceite de CM representa un cambio quimico
profundo con respecto a la muestra inmadura, con un enriquecimiento en compuestos
oxigenados y mayor diversidad funcional, lo que amplia su potencial en aplicaciones

terapéuticas, cosméticas y alimentarias.

A continuacion, se presentan los compuestos mas representativos identificados en los aceites

esenciales extraidos de cascaras de naranja variedad Valencia en dos estados de maduracion:
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inmaduro (CIM) y maduro (CM). Para la identificacion de los compuestos volatiles, se
empled una curva de hidrocarburos mediante la inyeccion de una mezcla estandar de alcanos
lineales (C9-C22), lo que permitié determinar con precision los indices de retencion (RI) y

facilitar la comparacion con bibliografia especializada.

Tabla 4.
Comparacion de los componentes volatiles principales en cascaras inmaduras y maduras
de naranja

Contenido (%)

Compuestos Céscara inmadura Céascara madura
Limoneno 79.70 38.60
Linalool 7.40 29.30
B-Myrceno 2.20 0.00
Octanal 2.00 1.69
a-Terpineol 1.30 4.50
Geranial 0.96 1.75
Neral 0.68 1.53
Decanal 0.66 2.04
Geraniol 0.00 1.38

En la Figura 3 siguiente se visualiza claramente la variacion en la abundancia relativa de los
compuestos seleccionados entre los dos estados de maduracion. Se observa una reduccion
significativa del limoneno en la muestra madura (CM), con un incremento marcado de

alcoholes como linalool y a-terpineol, asi como aldehidos como geranial y decanal.

Figura 3. Cantidad total de aceite esencial obtenido de la céscara de naranja en dos
estados de madurez
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4.1.4. Cantidad de aceite esencial obtenido (mL)

En la Figura 4, se presentan los promedios de la cantidad total de aceite esencial obtenido de
300 g de cascara de naranja en dos estados de madurez. De acuerdo al analisis de varianza,
los tratamientos evaluados presentaron alta significancia estadistica (p<0.0001), con un

coeficiente de variacion de 8.21%.

La cantidad de aceite esencial obtenidos de la c&scara de naranja, varid significativamente
en funcion del estado de madurez de dicho fruto. Se obtuvo mayor cantidad de aceite esencial
al utilizar cascara de naranja inmadura, con un promedio de 2.21 mL, mostrando diferencias

significativas respecto a los 1.81 mL obtenidos al utilizarse cascara de naranja madura.

Figura 4. Cantidad total de aceite esencial obtenido de la cédscara de naranja en dos
estados de madurez
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Nota: Promedios con la misma letra no difieren estadisticamente segtin la prueba de Tukey (p<0.05). Barras
de error representan la desviacion estdndar de cada tratamiento.

La Tabla 5 muestra el rendimiento de aceite esencial obtenido a partir de la cascara de
naranja en dos estados de madurez. Se observa que la cascara de la naranja inmadura
presentdé un mayor rendimiento de aceite esencial (0.76%) en comparacion con la naranja
madura (0.65%), a pesar de que la cantidad de cascara utilizada fue ligeramente mayor en el
primer caso (291.43 g frente a 276.14 g). Asimismo, el volumen de aceite obtenido fue

superior en la naranja inmadura (2.21 mL) en comparacion con la naranja madura (1.81 mL),
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lo que sugiere que el estado de madurez influye en la extraccion del aceite esencial,

favoreciendo una mayor recuperacion en frutos menos maduros.

Tabla 5.
Rendimiento de aceite esencial obtenido en cascara de naranja en dos estados de madurez
Aceite esencial

Estados de madurez Cantidad de cascara obtenido Rend:)mlento
(9) (mL) (%)

Naranja inmadura 291.43 2.21 0.76

Naranja madura 276.14 1.81 0.65

4.1.5. Diametro del micelio (mm)

Los promedios del diametro del micelio de L. theobromae durante 72 horas de incubacion
en respuesta a la aplicacién de tres concentraciones de aceite esencial obtenidos de dos
estados de madurez de naranja, se presentan en la Tabla 6. El analisis varianza puso en
evidencia que los estados de madurez de la naranja no difieren entre si en cuanto al diametro
del micelio a las 24 (p=0.2428), 48 (p=0.2095) y 72 horas (p=0.2751), mientras que las
concentraciones evaluadas alcanzaron el 99% de significancia estadistica para las dos
primeras evaluaciones (p<0.0001), y el 95% de significancia estadistica para la evaluacion
a las 72 horas (p=0.0185). Por su parte, para las interacciones, unicamente en la evaluacion
a las 24 horas, se evidencié alta significancia estadistica (p=0.0073). Los coeficientes de

variacion oscilaron entre 12.19 y 22.92%.

Los estados de madurez no presentaron diferencias significativas entre si en las tres
evaluaciones realizadas, con promedios entre 3.02 y 3.10 mm de didmetro micelial a las 24
horas de incubacién, mientras que, para las 48 y 72 horas, los promedios variaron de 16.81

a 19.97 mm y de 33.93 a 37.38 mm, respectivamente.

En las tres evaluaciones realizadas, la comparacién entre las concentraciones, reflejé que se
obtuvo mayor diametro del micelio en C0: 0 % (Control), con valores de 7.92, 31.21y 41.00
mm, a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente. En la primera evaluacion, la concentracion de
mayor promedio mostro diferencias significativas por encima de las restantes, cuyos
promedios oscilaron entre 0.00 y 3.58 mm. Por su parte, en la segunda evaluacion, CO: 0 %,

no difirié significativamente de C1: 50 % (21.42 mm), y, si supero significativamente a C2:
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75 % (16.14 mm) y C3: 100% (4.79 mm). Para la tercera evaluacién, C0: 0 %, no difirid
significativamente de C1: 50 % (39.17 mm) y C2: 75 % (38.75 mm), y superd
significativamente a C3: 100% (23.71 mm). Cabe indicar que, en las tres evaluaciones

descritas, los valores mas bajos del diametro del micelio, correspondié a C3: 100%.

En lo correspondiente a las interacciones, a las 24 horas, E1CO: Naranja inmadura + 0%,
registr6 mayor didametro del micelio, con 8.17 mm, en ausencia de diferencias significativas
respecto a E2C0: Naranja madura + 0%, cuyo promedio fue de 7.67 mm. Las mencionadas
interacciones, mostraron diferencias significativas por encima de las demads, cuyos
promedios oscilaron entre 0.00 y 3.90 mm. En esta evaluacion, las interacciones E1C2:
Naranja inmadura + 75%, E1C3: Naranja inmadura + 100 % y E2C3: Naranja madura +

100%, no presentaron crecimiento del micelio.

A las 48 horas de incubacion, E1CO: Naranja inmadura + 0%, presenté mayor didmetro del
micelio, con 32.67 mm, en ausencia de diferencias significativas respecto a E1C1: Naranja
inmadura + 50%, E2CO0: Naranja madura + 0%, E2C1: Naranja madura + 50% y E2C2:
Naranja madura + 75%, que registraron promedios entre 20.83 y 29.75 mm, y, superando
significativamente a E1C3: Naranja inmadura + 100 %, E2C3: Naranja madura + 100%,
E1C2: Naranja inmadura + 75%, cuyos valores oscilaron entre 2.92 y 9.67 mm. EI menor
didmetro del micelio a las 48 horas se registré en E1C3: Naranja inmadura + 100 %. Para la
tercera evaluacion (72 horas), las interacciones evaluadas no presentaron diferencias

significativas entre si, con promedios que fluctuaron entre 18.42 y 41.43%.
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Tabla 6.

Diametro del micelio de L. theobromae durante 72 horas de incubacion en respuesta a la
aplicacion de tres concentraciones de aceite esencial obtenidos de dos estados de madurez
de naranja.

Diametro micelial de L. theobromae

Tratamientos

24 horas 48 horas 72 horas
Estado de madurez p=0.2428 p=0.2095 p=0.2751
E1: Naranja inmadura 3.02 a 16.81 a 3393 a
E2: Naranja madura 3.10 a 19.97 a 37.38 a
Concentraciones p<0.0001 p<0.0001 p=0.0185
C0: 0% 792 a 31.21 a 41.00 a
C1:50 % 358 b 21.42 ab 39.17 a
C2:75% 075 ¢ 16.14 b 38.75 ab
C3: 100% 0.00 d 479 cC 23.71 b
Interacciones p=0.0073 p=0.2896 p=0.4768
E1CO0: Naranja inmadura + 0% 8.17 a 32.67 a 40.57 a
E1C1: Naranja inmadura + 50% 390 b 22.00 abc 39.08 a
E1C2: Naranja inmadura + 75% 0.00 d 9.67 bcd 37.67 a
E1C3: Naranja inmadura + 100 % 0.00 d 2.92 d 18.42 a
E2CO0: Naranja madura + 0% 7.67 a 29.75 ab 4143 a
E2C1: Naranja madura + 50% 3.25 bc 20.83 abc 39.25 a
E2C2: Naranja madura + 75% 150 ¢ 22.61 abc 39.83 a
E2C3: Naranja madura + 100% 0.00 d 6.67 cd 29.00 a
Promedio 3.06 18.39 35.66
Coeficiente de variacion (%) 12.19 22.92 17.72

Nota: Promedios con la misma letra en cada grupo de datos, no difieren estadisticamente segln la prueba de
Tukey (p<0.05). Datos transformados con vx + 0.5

4.1.6. Crecimiento micelial

En la Tabla 7, se presentan los promedios del crecimiento micelial y tasa de crecimiento de
L. theobromae durante 72 horas de incubacién en respuesta a la aplicacion de tres
concentraciones de aceite esencial obtenidos de dos estados de madurez de naranja. Con base
al analisis de varianza se pudo apreciar que, ninguna de las fuentes de variacién presentd
significancia estadistica tanto para el crecimiento micelial, asi como para la tasa de

crecimiento (p>0.05), con coeficientes de variacion de 18.54 y 16.84%, respectivamente.
En lo correspondiente a los estados de madurez, éstos no presentaron diferencias

significativas entre si, con valores entre 30.92 y 34.28 mm de crecimiento micelial, y de

10.31 a 11.43 mm dia? de tasa de crecimiento. Por su parte, para las concentraciones
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evaluadas, se evidencio una tendencia similar, de manera que no existieron diferencias
significativas entre éstas, con promedios de crecimiento micelial entre 23.71 y 38.00 mm, y
tasas de crecimiento que fluctuaron entre 7.90 y 12.67 mm dial. Por su parte, las
interacciones no registraron diferencias significativas entre si, con promedios de crecimiento
micelial que oscilaron entre 18.42 y 38.33 mm, y tasas de crecimiento que variaron entre
6.14y 12.78 mm dia™.

Tabla 7.

Crecimiento micelial y tasa de crecimiento de L. theobromae durante 72 horas de
incubacion en respuesta a la aplicacion de tres concentraciones de aceite esencial obtenidos
de dos estados de madurez de naranja.

) Crecimiento micelial Tasa de crecimiento
Tratamientos

(mm) (mm dia?)
Estado de madurez p=0.7299 P=0.2809
E1: Naranja inmadura 30.92 a 10.31 a
E2: Naranja madura 34.28 a 1143 a
Concentraciones p=0.0577 p=0.0512
C0: 0% 33.08 a 11.03 a
C1:50 % 35.59 a 11.86 a
C2:75% 38.00 a 12.67 a
C3: 100% 23.71 a 7.90 a
Interacciones p=0.4785 p=0.4918
E1CO0: Naranja inmadura + 0% 32.40 a 10.80 a
E1C1: Naranja inmadura + 50% 35.18 a 11.73 a
E1C2: Naranja inmadura + 75% 37.67 a 12.56 a
E1C3: Naranja inmadura + 100 % 1842 a 6.14 a
E2CO0: Naranja madura + 0% 33.77 a 11.26 a
E2C1: Naranja madura + 50% 36.00 a 12.00 a
E2C2: Naranja madura + 75% 38.33 a 12.78 a
E2C3: Naranja madura + 100% 29.00 a 9.67 a
Promedio 32.60 10.87
Coeficiente de variacion (%o) 18.54 16.84

Nota: Promedios con la misma letra en cada grupo de datos, no difieren estadisticamente segun la prueba de
Tukey (p<0.05). Datos transformados con vx + 0.5

4.1.7. Inhibicién del crecimiento micelial

Los promedios del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de L. theobromae

durante 72 horas de incubacion, en respuesta a la aplicacion de tres concentraciones de aceite
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esencial obtenidos de dos estados de madurez de naranja se presentan en la Tabla 8. De
acuerdo al anélisis de varianza, los estados de madurez e interacciones, no alcanzaron el
nivel de significancia estadistica (p>0.05), mientras que las concentraciones presentaron alta
significancia estadistica en las tres evaluaciones realizadas (p<0.01). Los coeficientes de

variacion oscilaron entre 11.19 y 70.01%.

Los estados de madurez no presentaron diferencias significativas entre si en ninguna de las
tres evaluaciones (24, 48 y 72 horas), con valores de inhibicién del crecimiento micelial
similares en ambas condiciones, con E1. Naranja inmadura, se registraron promedios de
63.03, 48.60 y 16.11%, mientras que con E2: Naranja madura, estos fueron de 58.96, 31.97

y 9.70%, respectivamente.

A las 24 horas de incubacidn, se registré mayor inhibicion del crecimiento micelial con C3:
100%, con un 100.00% de inhibicion, en ausencia de diferencias significativas respecto a
C2: 75 % (89.95% de inhibicion), y con marcadas diferencias significativas por encima de

C1: 50 % (54.03%) y C0:0% (0.00 %). Para las 48 horas, se evidenci6 una tendencia similar,
con mayor inhibicion del crecimiento micelial en C3: 100% (83.96%), sin diferir
estadisticamente de C2: 75 % (46.64%), y superando significativamente a C1: 50 %
(30.55%) y CO: 0% (0.00%). Por su parte, en la evaluacion realizada a las 72 horas
incubacion, C3: 100% (41.75 de inhibicién del crecimiento micelial), presenté diferencias
significativas respecto a las demas concentraciones que presentaron valores entre 0.00 y

5.44%, correspondiendo el menor promedio a C0:0%.

En lo correspondiente a las interacciones, a las 24 horas, E1C2: Naranja inmadura + 75%,
E1C3: Naranja inmadura + 100 % y E2C3: Naranja madura + 100%, presentaron un
100.00% de inhibicion del crecimiento micelial, en ausencia de diferencias significativas
respecto de E2C2: Naranja madura + 75% (79.89%), y, superiores estadisticamente a las
demas interacciones cuyos valores fluctuaron entre 0.00 y 55.95% de inhibicion de
crecimiento. Por otra parte, a las 48 horas, se registr6 mayor promedio en E1C3: Naranja
inmadura + 100 % (91.55%), en ausencia de diferencias significativas con E2C1: Naranja
madura + 50%, E1C1: Naranja inmadura + 50%, E1C2: Naranja inmadura + 75% y E2C3:
Naranja madura + 100%, cuyos valores estuvieron entre 22.61 y 70.66%, y con diferencias
significativas por encima de las demas interacciones que presentaron promedios entre 0.00
y 22.61%.
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En la evaluacion realizada a las 72 horas, E1C3: Naranja inmadura + 100 %, que registré

mayor inhibicién del crecimiento micelial, con 53.77%, no presentd diferencias

significativas por encima de las demas interacciones (3.62 — 29.72%), a excepcién de E1CO:

Naranja inmadura + 0% y E2CO0: Naranja madura + 0%, que se ubicaron significativamente

por debajo, con un 0.00%, cada una.

Tabla 8.

Inhibicidn del crecimiento micelial de L. theobromae durante 72 horas de incubacion en
respuesta a la aplicacidn de tres concentraciones de aceite esencial obtenidos de dos estados

de madurez de naranja.

Tratamientos

Inhibicion del crecimiento micelial (%)

24 horas 48 horas 72 horas
Estado de madurez p=0.4416 p=0.0503 p=0.6004
E1: Naranja inmadura 63.03 a 48.60 a 16.11 a
E2: Naranja madura 58.96 a 31.97 a 9.70 a
Concentraciones p<0.0001 p<0.0001 p=0.0023
C0: 0% 000 c 0.00 ¢ 0.00 b
C1:50 % 5403 b 3055 b 444 b
C2:75% 89.95 a 46.64 ab 544 b
C3: 100% 100.00 a 83.96 a 41.75 a
Interacciones p=0.5186 p=0.1889 p=0.8171
E1CO: Naranja inmadura + 0% 000 ¢ 0.00 c 0.00 b
E1C1: Naranja inmadura + 50% 5211 b 32.20 ab 3.62 ab
E1C2: Naranja inmadura + 75% 100.00 a 70.66 ab 7.06 ab
E1C3: Naranja inmadura + 100 % 100.00 a 9155 a 53.77 a
E2CO0: Naranja madura + 0% 0.00 ¢ 000 ¢ 0.00 b
E2C1: Naranja madura + 50% 55.95 b 28.90 abc 5.26 ab
E2C2: Naranja madura + 75% 79.89 ab 22.61 bc 3.83 ab
E2C3: Naranja madura + 100% 100.00 a 76.37 ab 29.72 ab
Promedio 60.99 40.29 12.91
Coeficiente de variacion (%) 11.19 31.2 70.01

Nota: Promedios con la misma letra en cada grupo de datos, no difieren estadisticamente segln la prueba de
Tukey (p<0.05). Datos transformados con vx + 0.5
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4.1.8. Analisis de correlacion

4.1.8.1. Correlacion entre el didmetro del hongo (mm) y el tiempo (dias) para los

diferentes tratamientos

En la Figura 5, se presentan los resultados del analisis de correlacion entre el tiempo de
evaluacion y el didmetro del micelio de L. theobromae en funcién de los tratamientos
evaluados. Los coeficientes de correlacion estan por encima de 0.93 en todos los casos, lo
que indica que el crecimiento del hongo sigue un patron predecible a lo largo de los tres dias

de evaluacion.

En particular, los tratamientos T2 (ELC1) y T6 (E2C1) presentan valores de correlacion
cercanos a 1 (0.9999), reflejando una asociacion practicamente perfecta entre las variables.
Ademas, el coeficiente de determinacidén de estos tratamientos es de 0.9997 y 0.9998,
respectivamente, lo que sugiere que casi la totalidad de la variabilidad en el diametro del

hongo se explica por el tiempo transcurrido.

Los tratamientos T5 (E2C0) y T7 (E2C2) también exhiben una relacion muy alta con
coeficientes de correlacion de 0.9845 y 0.9983, respectivamente, y coeficientes de
determinacidn superiores a 0.96. Esto indica un ajuste muy preciso del crecimiento del hongo

con el tiempo.

Por otro lado, los tratamientos T4 (E1C3) y T8 (E2C3) presentan los valores mas bajos de
correlacion (0.9303 y 0.9547, respectivamente), aunque siguen siendo altos. En estos casos,
el coeficiente de determinacién también es menor en comparacion con los otros tratamientos,

lo que sugiere una ligera dispersion de los datos en relacion con la tendencia general.
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Figura 5.
Analisis de correlacion entre el tiempo de evaluacion y el diametro del micelio de L.
theobromae en funcion de los tratamientos evaluados
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4.1.8.2. Correlacion entre el las concentraciones de aceite esencial y parametros de

crecimiento del hongo

Los resultados del andlisis de correlacion presentados en la Tabla 9, muestran que existe una
relacion negativa fuerte entre las concentraciones de aceite esencial y el diametro del micelio
en las primeras 24 horas (r = -0.9571), lo que indica que a medida que aumenta la
concentracion de aceite esencial, el crecimiento del micelio disminuye. Esta correlacion
disminuye a las 48 horas (r = -0.8415) y sigue reduciéndose a las 72 horas (r = -0.5453),
aunque la relacién sigue siendo negativa, sugiriendo que el efecto inhibidor disminuye con

el tiempo.

En cuanto a la tasa de crecimiento, se observa una correlacion positiva en las primeras 24
horas (r = 0.9563), lo que implica que mayores concentraciones de aceite esencial favorecen
la tasa de crecimiento del micelio en este intervalo, aunque esta relacion se debilita a las 48
horas (r = 0.8071) y a las 72 horas (r = 0.5349). Finalmente, en cuanto a la inhibicion del
crecimiento micelial, la correlacion con las concentraciones de aceite esencial es méas débil
en las primeras 24 horas (r = -0.2577), pero se incrementa notablemente a las 48 horas (r =
-0.9563), y se mantiene fuerte a las 72 horas (r = -0.5349), sugiriendo que el aceite esencial

tiene un efecto inhibidor creciente a medida que pasa el tiempo.

Tabla 9.
Resultados del analisis de correlacién entre las concentraciones de aceite esencial y
parametros de crecimiento micelial de L. theobromae

Inhibicién de crecimiento

Diametro del micelio o
Coeficientes If;s: micelial
24 h 48 h 72 h ' 24 h 48 h 72 h
r2 0.9161 0.7081 0.2974 0.0664 0.9145 0.6514 0.2861
r -0.9571 -0.8415 -0.5453 -0.2577 0.9563 0.8071 0.5349
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4.2. Discusion

En la muestra correspondiente a la cascara inmadura (CIM), el d-limoneno fue, como es
comun en los citricos, el componente mayoritario con un 79.7 % del total. Este resultado es
coherente con lo reportado por El Hachlafi et al. (2024), quienes destacan al limoneno como
el constituyente principal del aceite esencial de Citrus sinensis, con valores alrededor del
70-90 %, dependiendo del origen y el método de extraccion empleado. Sin embargo, la
muestra madura (CM) mostré una marcada disminucién de este compuesto, con apenas un
38.6 %, lo que sugiere que durante la maduracion y el proceso de extraccidn se han generado
modificaciones estructurales, muy probablemente debidas a la oxidacién térmica inducida

por la hidrodestilacion.

Esta disminucidn del limoneno fue acompafiada por un aumento significativo de compuestos
oxigenados, particularmente linalool (29.3 %), seguido de a-terpineol (4.5 %), geraniol (1.38
%), y aldehidos como geranial, neral y decanal. Cabe destacar que el linalool rara vez excede
el 5 % en aceites esenciales de naranja obtenidos por otros métodos como la expresion en
frio (EI Hachlafi et al., 2024; Njoroge et al., 2005), lo que evidencia que la hidrodestilacion,
al someter a la muestra a temperaturas elevadas y en presencia de agua, promueve reacciones
como la hidrolisis de precursores no volatiles (glucosidos terpénicos) o incluso la oxidacion

parcial del limoneno, dando lugar a alcoholes y aldehidos funcionalmente activos.

Esta observacion es consistente con lo reportado por Geraci et al. (2021), quienes también
observaron mayores proporciones de compuestos oxigenados en aceites de naranja dulce
extraidos por hidrodestilacion en comparacion con otros métodos. Estos compuestos
oxigenados no solo modifican el perfil organoléptico del aceite, haciéndolo méas floral y
menos citrico, sino que también tienen importantes implicaciones funcionales. Por ejemplo,
el linalool, a-terpineol y el citral (geranial + neral) son reconocidos por su potencial

antimicrobiano, calmante y antiinflamatorio.

Por otro lado, la aparicion de sesquiterpenos en la muestra madura, aunque en
concentraciones bajas, podria estar relacionada tanto con la reduccion relativa del limoneno
(lo que permite que estos compuestos de mayor peso molecular sean detectados mas
claramente en el cromatograma) como con la activacion de rutas biosintéticas secundarias

durante la maduracion avanzada del fruto. Esta tendencia también fue discutida en el estudio
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de Njoroge et al. (2005), donde se encontr6 que algunas variedades y etapas fenoldgicas
permiten la presencia de trazas sesquiterpénicas que suelen pasar desapercibidas en muestras

con contenido masivo de limoneno.

El perfil composicional mas complejo del aceite de la cascara madura también permite
suponer un mayor potencial bioactivo, como lo sefialan diversos autores. En especial, El
Hachlafi et al. (2024) demostraron que el aceite esencial rico en limoneno, acompafiado de
compuestos oxigenados como el linalool, exhibe potentes propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes, al reducir significativamente los niveles de mediadores inflamatorios como
NO y PGE: en células RAW 264.7. Sin embargo, también es importante considerar que este
tipo de aceites, al tener una fraccion oxigenada mas elevada, pueden presentar mayor
susceptibilidad a la oxidacion durante el almacenamiento, lo que implica la necesidad de

condiciones controladas para preservar sus propiedades funcionales.

Las diferencias en la composicion de los compuestos volatiles entre las cascaras inmadura y
madura pueden explicarse por los cambios bioquimicos que ocurren durante la maduracion
de la fruta. De acuerdo con Sanchez et al. (2019), durante este proceso, las enzimas y los
metabolitos vegetales experimentan transformaciones que modifican los perfiles de aceites
esenciales, lo que influye en las propiedades sensoriales de la cascara. El aumento de linalool
en la cascara madura puede estar relacionado con una mayor expresion de terpenos que
generan aromas mas suaves y florales, un cambio que se ha observado en estudios de frutas
en maduracion (Gonzalez et al., 2018). En contraste, el limoneno en la cascara inmadura, de
acuerdo con Gonzélez et al. (2018), podria tener un papel en la proteccion contra plagas,
dado su caracter antimicrobiano y su mayor concentracion en etapas tempranas de la

maduracion.

Los resultados indican que la cascara de naranja inmadura es mas rica en aceite esencial que
la de naranja madura, lo que puede explicarse por diferencias en la composicion quimica y
en la cantidad de compuestos volatiles presentes en el fruto en distintas etapas de madurez.
Segun Bunse et al. (2022), en frutas inmaduras, los aceites esenciales suelen estar mas
concentrados debido a la mayor actividad metabdlica y la presencia de precursores de
compuestos volatiles. Por otro lado, cuando el fruto maduro, parte de estos compuestos se
transforman o se volatilizan, reduciendo la cantidad de aceite esencial disponible (Cdrdova,
Guillén, & Tuesta, 2020).
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Este fendbmeno ha sido reportado en diversos estudios sobre la extraccion de aceites
esenciales de citricos, que sefialan que la recoleccion en fases de madurez temprana
maximiza la cantidad de aceite obtenido (Herrera-Plasencia et al., 2019; Ogunjinmi et al.,
2019; Singh et al., 2021). Gonzélez & Véliz (2020), evidenciaron una mayor produccién de
aceite esencial de mango en frutos pintones en comparacion con frutos maduros, con valores
de 0.427 y 0.303% de aceite esencial en 200 g de cascara de mango, respectivamente. Esto
se debe porque durante el proceso de maduracién se va desarrollando su olor caracteristico
el cual da lugar a la emision de volatiles, que van aumentando hasta llegar a su madurez

organoléptica (Distefano et al., 2022).

La ausencia de diferencias significativas en el didmetro del micelio entre los estados de
madurez de la naranja sugiere que la composicion quimica del aceite esencial es similar en
ambas etapas en términos de compuestos antifingicos efectivos. Investigaciones previas,
como las de Gomez et al. (2018), han sefialado que los aceites esenciales de citricos
presentan variaciones en su perfil quimico durante la maduracion, pero la actividad
antifingica puede mantenerse estable si los principales compuestos bioactivos, como los
monoterpenos y fenilpropanoides, estan presentes en concentraciones suficientes en ambos

estados.

Las diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas confirman que la
efectividad del aceite esencial estd directamente relacionada con su concentracion.
Resultados similares han sido reportados por Pérez et al. (2020), quienes evidenciaron que
la inhibicion del crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos aumenta con la concentracién
de aceites esenciales ricos en limoneno y linalool. La disminucion progresiva del didmetro
del micelio a medida que la concentracion de aceite aumenta sugiere un mecanismo de
accion dosis-dependiente, en el que los compuestos antifangicos afectan la permeabilidad

de la membrana celular del hongo y su metabolismo primario.

En cuanto a las interacciones, la mayor inhibicion del crecimiento micelial en
concentraciones elevadas del aceite esencial, independientemente del estado de madurez,
coincide con los hallazgos de Rodriguez et al. (2019), quienes observaron que los efectos
antifingicos se maximizan cuando la exposicion a los compuestos activos es prolongada. La
falta de diferencias significativas en la ultima evaluacion sugiere una adaptacion del hongo

a los compuestos o una disminucidn en la eficacia del aceite con el tiempo.
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El crecimiento micelial y la tasa de crecimiento de L. theobromae no mostraron diferencias
significativas entre los estados de madurez de la naranja, lo que sugiere que la composicion
quimica del aceite esencial en estos estadios no influyd en el desarrollo del hongo.
Investigaciones previas, como las de Rodriguez et al. (2020), han sefialado que la
variabilidad en la composicion de los aceites esenciales puede afectar la actividad
antifngica, pero en este caso, la similitud en los promedios indica que los compuestos
activos presentes en ambos estados de madurez no ejercieron un efecto diferencial sobre el

micelio.

En cuanto a las concentraciones evaluadas, aunque se observé una tendencia a la reduccion
del crecimiento micelial y la tasa de crecimiento con el aumento de la concentracion del
aceite esencial, las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Algunos estudios,
como los de Gomez et al. (2019), han reportado que los aceites esenciales pueden generar
efectos fungistaticos a concentraciones bajas y fungicidas a concentraciones altas, sin
embargo, la ausencia de significancia en este caso podria estar relacionada con la tolerancia

del hongo a los compuestos activos o con la volatilizacion del aceite durante la incubacion.

Las interacciones entre los estados de madurez y las concentraciones no presentaron
diferencias significativas, lo que respalda la idea de que la combinacion de estos factores no
alterd el comportamiento del micelio. Investigaciones como las de Pérez y Morales (2021)
han sefialado que la efectividad de los aceites esenciales puede depender de su sinergia con
otros compuestos bioactivos, lo que podria explicar la variabilidad observada en los

resultados.

Los estados de madurez no influyeron significativamente en la inhibicion del crecimiento
micelial en ninguna de las evaluaciones, lo que sugiere que la composicion quimica del
aceite esencial no vario lo suficiente entre los dos estados para generar diferencias marcadas.
Investigaciones previas han sefialado que la madurez de los frutos puede modificar la
concentracion de compuestos bioactivos, pero en este caso, la presencia de metabolitos
secundarios con efecto antifungico parece mantenerse estable en ambos estados (Santos et
al., 2020). Sin embargo, la ligera mayor inhibicidn observada en la naranja inmadura podria
atribuirse a una mayor concentracion de limoneno y otros terpenos en frutos inmaduros,

como lo reporta Pino et al. (2018).
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Las concentraciones de aceite esencial presentaron diferencias estadisticamente
significativas, con un efecto inhibitorio claro a medida que se incrementaba la dosis. Este
comportamiento es consistente con estudios que destacan la actividad antifungica de los
aceites esenciales en funcién de su concentracién (Martinez et al., 2021). La menor eficacia
a las 72 horas podria deberse a la volatilizacion de compuestos activos o la capacidad
adaptativa del hongo frente a la exposicion prolongada, como lo sugieren Garcia y Rodriguez
(2019).

Las interacciones mostraron que el mayor efecto inhibitorio se produjo con la combinacion
de naranja inmadura y la concentracion mas alta, lo que refuerza la hipdtesis de que los
aceites esenciales de frutos en maduracion temprana poseen mayor actividad biologica. Sin
embargo, la ausencia de diferencias significativas entre ciertas combinaciones refleja la
complejidad de la interaccion entre los compuestos activos y el hongo, como lo mencionan
Torres et al. (2022).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

La variacion en la composicion de compuestos volatiles y el rendimiento del aceite esencial
entre las cascaras inmadura y madura, donde la cascara inmadura presenta mayores
concentraciones de limoneno y un mayor rendimiento de aceite esencial (2.21 mL frente a
1.81 mL en la céascara madura), evidencia como el estado de madurez impacta tanto las

propiedades sensoriales como las funcionales de las cascaras de naranja.

La concentracion del 100 % del aceite esencial inhibié completamente el crecimiento
micelial de Lasiodiplodia theobromae a las 24 horas, mientras que a las 48 y 72 horas la
inhibicion fue mayor en la naranja inmadura (91.55 % y 53.77 %) que en la madura (76.37
%y 29.72 %).

El crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae se redujo considerablemente en las
primeras 24 horas con la aplicacion del aceite esencial, mientras que su efecto inhibidor
disminuy0 progresivamente a las 48 y 72 horas en ambos estados de madurez, evidenciando

una mayor eficacia en las primeras horas de exposicion.
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5.2. Recomendaciones

Evaluar métodos que maximicen el rendimiento del aceite esencial en la cascara de naranja
inmadura, lo que permitird obtener una mayor cantidad del compuesto y mejorar su

aplicacion en estudios posteriores sobre sus propiedades antifingicas.

Analizar el efecto inhibidor de concentraciones inferiores al 100 % del aceite esencial para
determinar la dosis minima efectiva contra L. theobromae, reduciendo costos y evitando un
uso excesivo del extracto sin comprometer su capacidad antifingica en condiciones de

laboratorio.
Realizar estudios con tiempos de observacion superiores a 72 horas para determinar si la

actividad antifungica del aceite esencial se mantiene, disminuye progresivamente o pierde

efectividad a largo plazo, lo que permitira establecer su viabilidad en aplicaciones practicas.
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CAPITULO VII

ANEXOS



Anexo 1. Reporte de laboratorio del analisis de cromatografia realizado al aceite esencial
obtenido

@|UTPL

UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA
PROFORMA: LAB-QA-2025-003

ENTREGA DE RESULTADOS
FECHA 16 de abril del 2025
ENSAYO REALIZADO Andlisis en GC/MS
MUESTRAS Aceite esencial CM y CV
EQUIPO GC THERMO SCIENTIFIC-TRACE 1300
ESPECTROMETRO DE MASAS SIMPLE
CUADRUPOLO 15Q 7000
Condiciones de operacion: Energia de
lonizacién: 70 eV; tasa de escaneo: 0,2
DETECTOR

scan/s; rango de masas: 40-400 amu;
Temperatura de trampa: 230°C;
Temperatura de linea de transferencia:
230°C; tiempo de espera de encendido del
detector: 3.00 min,

TR-5MS; Medidas: 30 m de langitud, 0.25
COLUMNA mm de diametro interno y 0.25 pm de
espesor/Columna apolar

Temperatura del inyector: 230°C; Modo de
inyeccion: Split, Split 100, volumen de
inyeccion: 1 pl; Programa térmico:

METODO CROMATOGRAFICO Temperatura del horno 50°C durante 3
minutos, con una rampa de temperatura de
3°C/min hasta 230°C durante 3 minutos.
Tiempo total de corrida: 66 minutos.

Se realizé andlisis cualitativo y

OBSERVACIONES: ; Seu
semicuantitativo
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ANALISIS SEMICUANTITATIVO DE ACEITES ESENCIALES MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

CURVA DE HIDROCARBUROS:

Se inyectd una mezcla de alcanos (C9-C22) para la determinacion de los indices de retencion:

" TR(min) | WL | ECUACION
6,634 900 | y=24,606x+ 736,76
10,698 1000 | y=2151x+ 769,89
15,347 1100 | y=21,075+ 776,56
20,092 1200 | y=21,734x+ 763,31
24,693 1300 |  y=22,738x+ 738,54
29,091 1400 | y=23,964x + 702,88
33,264 1500 | y=25,278x+ 659,15
37,220 1600 | y=26,66x+607,73
40,971 | 1700 y =28,082x + 549,45
44,532 1800 y = 29,429x + 489,46
47,930 1900 |  y=30,921x+417,93
51,164 2000 y = 32,3831+ 343,13
54,252 2100 y = 33,829x + 264,68
57,208 2200 y = 35,298 + 180,66
60,041 2300

TR: Tiempo de retenéién; IRL: Indice de retencién lineal

2500

¥ =35,208% + 180.66_#
y =33 829 - 264,68, ¥
y=32383x+ 343.13 .@°
2000 y=30521x+ 41793 @
y = 29.425x + 489 46,. 8"
y = 28.082x + 54945 @°
y = 26.66x » §07.73..@"
y * 25278 + 659.15,.@"
1500 vy« 23.964x + 702 88.0"
v=22.738x + 738.54..@"
=) y=21.734x+ 7613187
€ y=21075x + 776,56 &
y=2151x+ 769.59. 8"
1000 74 506x + 7.35.73'

a 10 20 30 40 50 60 "
Tiempo de retencion (min)

Figura 1, Curva de hidrocarburos.
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RESULTADOS:
MUESTRA CV

TR R DESVIACION
N* (min) IRC Literatura® COMPUESTO % % PROMEDIO % ESTANDAR
1| 7,70 926 924 Thujene <a-> 0,03 0,03 0,03 0,01
2| 7,99 933 932 Pinene <a-> 0,51 0,51 0,51 0,01
3| 869 | 951 | 946 | Camphene 004 | 0,04 0,04 0,01
4| 968 975 969 Sabinene 0,28 0,28 0,28 0,01
5| 9,88 980 974 Pinene <f-> 0,07 0,07 0,07 0,01
6| 10,41 993 988 Myrcene 2,16 2,19 2,18 0,02
711,21 |1011| 1002 | Phellandrene <a-> 0,07 0,08 0,07 0,01
8 | 11,36 | 1014 998 Octanal <n-> 2,00 1,99 2,00 0,01
9 | 11,66 1021 1007 Sylvestrene <iso-> 0,14 0,14 0,14 0,01
10| 12,29 1034, 1024 |Limonene 79,67 | 79,81 79,74 0,07
11| 12,36 11036 1025 | Sylvestrene 0,46 0,42 0,44 0,02
12| 12,45 1038 1026 | Cineole <1,8-> 0,25 0,19 0,22 0,03
13| 12,60 1041 1032 |Ocimene <(2)-B-> 0,10 0,03 0,07 0,03
14| 13,09 11051, 1044 | Ocimene <(E}-B-> 0,05 0,05 0,05 0,01
15| 13,63 |1063| 1054 | Terpinene <y-> 0,16 0,16 0,16 0,01
16| 14,69 | 1086 1063 | Octanol <n-> 0,22 0,22 0,22 0,01
17| 14,88 1090, 1086 | Terpinolene 0,23 0,23 0,23 0,01
18| 15,85 1111 1095 Linalool 733 7,42 737 0,04
19| 16,12 1116 1100 Nonanal <n-> 0,45 0,50 0,47 0,03
20| 17,08 1136, 1119 | Mentha-2,8-dien-1-ol <trans-p-> 0,07 0,07 0,07 0,01
21| 18,03 1156 - ND (PM 154) 0,02 0,02 0,02 0,01
22| 1825 1161| 1141 | Camphor 0,05 0,05 0,05 0,01
23| 18,40 1164 1148 Citronellal 0,08 0,08 0,08 0,01
24| 19,73 1192, 1174 |Terpinen-4-ol 1,02 1,03 1,03 0,01
25| 20,24 1203 1187 |Mentha-1(7)8-dien-2-ol <trans-p-> | 0,02 0,02 0,02 0,01
26| 20,55 1210, 1186 | Terpineol <a-> 1,27 1,28 1,27 0,01
27| 20,90 | 1218 1201 Decanal <n-> 0,67 0,66 0,66 0,01
28| 21,80 1237| 1215 |Carveol <trans-> 0,04 0,04 0,04 0,01
29! 21,92 1240, 1227 |Nerol 0,27 0,27 0,27 0,01
30( 22,58 | 1254| 1235 |Neral 0,68 0,69 0,68 0,01
31| 2298 1263| 1239 | Carvone 0,04 0,04 0,04 0,01
32| 23,17 1267| 1249 | Geraniol 0,10 0,10 0,10 0,01
33| 23,98 1285 1264 Geranial 0,98 0,94 0,96 0,02
34| 24,42 (1294|1269 | Perilla aldehyde 031 [ 025 | o028 | 003
35| 25,23 (1312 1294 | Perillaalcohol 0,06 0,07 0,06 0,01

TOTAL 99,93

determinado; PM: Peso molecular.

TR: Tiempo de retencién; IRC: Indice de retencién calculado; IR: Indice de retencién; *Adams, 2007; ND: No
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TR R PROMEDIO | DESVIACION
N* (min) IRC Immu_ COMPUESTOS % | % % SSTANDAR
1| 800 | 934 932 Pinene <a-> 0,31 031 0,31 001
2| 872 | 951 946 Camphene 0,03 0,03 0,03 0,01
3| 970 | 976 969 Sabinene 0,16 0,16 0,16 0,01
4| 991 |981 974 Pinene <B-> 0,05 0,05 0,05 0,01
5| 10,43 | 993 988 Myrcene 0,91 0,89 0,90 0,01
6| 11,24 |1012 1002 Phellandrene <a-> 0,06 0,04 0,04 0,01
7 | 11,38 | 1015 998 Octanal <n-> 1,68 1,69 1,69 0,01
8| 1168 |1021 1007 Sylvestrene <iso-> 0,08 ' 0,098 0,09 0,01
9| 12,27 1038 1024 Limonene 38,68 38,47 38,58 0,11
10| 12,37 (1036 1025 Sylvestrene 0,26 0,28 0,27 0,01
11| 12,47 |1038 1026 Cineole <1,8-> 0,34 0,33 0,33 0,01
12| 12,61 (1041 1032 Ocimene <{2)-f-> 0,11 ' 0,10 0,11 0,01
13| 13,11 |1052 1044 Ocimene <{E)}-f-> 0,06 0,06 0,06 0,01
14| 13,65 |1064 1054 Terpinene <y-> 0,06 0,06 0,06 0,01
15| 14,41 (1080 1067 Linalool oxide <cis-> {furanoid) 0,07 = 0,07 0,07 0,01
16| 14,65 |1085 1063 Octanol <n-> 3,83 391 3,87 0,04
17| 14,90 | 1090 1086 Terpinolene 0,30 031 0,30 0,01
18| 15,21 1097 1084 Linalool oxide <trans-> (furanoid) 0,12 ' 0,10 0,11 0,01
19| 15,90 |1112 1095 Linalool 29,25 29,64 28,45 0,20
20| 16,14 |1117 1100 Nonanal <n-> 0,78 0,83 0,81 0,03
21| 17,08 |1137 1119 Mentha-2,8-dien-1-ol <trans-p-> 0,26 0,24 0,25 0,01
22| 17,44 (1144 1132 Limonene oxide <cis-> (Me vs. IPP) = 0,04 0,04 0,04 0,01
23| 17,66 | 1149 1137 Limonene oxide <trans-> (Me vs, IPP) | 0,04 0,05 0,05 0,01
24/ 1781 [1152] 1133 | Mentha28dien-lol<cisp> [ 014012 o013 | o001
25| 18,04 |1157 1140 ND (PM 154) 0,08 0,06 0,07 0,01
26| 18,26 | 1161 1141 Camphor 0,07 0,08 0,08 0,01
27| 18,40 1164 1148 Citronellal 0251026 | 025 001
28 19,47 1187 1165 Nonanol <n-> 0,28 0,29 0,28 0,01
29| 19,75 (1193 1174 Terpinen-4-of 1,72 1,77 1,74 0,03
30| 20,25 (1203 1187 Mentha-1(7),8-dien-2-ol <trans-p-> | 0,03 0,03 0,03 0,01
31| 20,57 (1210 1186 Terpineol <a-> 4,47 431 4,39 0,08
32| 20,83 |1216 - ND (PM 152) 0,22 0,08 0,15 0,07
33| 20,91 |1218 1201 Decanal <n-> 2,04 192 1,98 0,06
34| 21,03 |1220 . ND (PM 152} 0,23 0,12 0,18 0,05
35| 21,24 |1225 ! ND (PM 152) 0,12 0,07 0,10 0,03
36| 21,66 |1234 - ND (PM 152) 0,19 | 0,19 0,19 0,01
37| 21,79 |1237 1215 Carveol <trans-> 0,41 0,39 0,40 0,01
38| 21,88 (1239 1227 Nerol 1,55 1,57 1,56 0,01
39| 22,01 1242 1223 Citronellol 0,92 0,94 0,93 0,01
4| 22,31 [1248] 1226 Carveol <cis-> 003004 004 | 001
a1 22,44 (1251 1227 Mentha-1{7),8-dien-2-ol <cis-p-> | 0,07 | 0,06 | 0,06 0,01
42| 22,59 |1254 1235 Neral 1,53 1,54 1,53 0,01
43| 22,99 |1263 1239 Carvone 0,11 0,12 0,11 0,01
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44| 23,13 |1266 1249 Geraniol 1,38 143 1,40 0,02
45| 23,45 |1273 1249 Piperitone 0,06 0,05 0,05 0,01
46| 23,99 1285 1264 Geranial 1,75 1,79 1,77 002
47| 24,08 | 1287 . ND (PM 152) 1,02 1,01 1,01 0,01
48| 2424 [1290 - ND (PM 152 008 009 | 0,09 0,01
49| 24,43 1294 1269 Perilla aldehyde 0,60 0,54 0,57 0,03
50| 25,18 (1311 1204 Perilla alcohol 0,57 0,56 0,57 0,01
51| 25,46 (1317 . ND (PM 154) 0,11 0,01 0,06 0,05
52| 25,57 [1320 = ND (PM 154) 0,29 0,35 0,32 0,03
53| 27,21 |1357 - ND (PM 154) 0,05 0,05 0,05 0,01
54| 28,16 |1379 1374 Copaene <a-> 0,05 0,07 0,06 0,01
55| 28,72 (1392 ) ND (PM 204) 0,07 0,04 0,05 0,01
56| 29,99 (1422 1408 Dodecanal 0,14 | 0,14 0,14 0,01
57| 30,11 1424 1417 Caryophyllene <{E)-> 0,20 | 0,20 0,20 0,01
58| 30,55 (1435 1430 Copaene<f-> 0,04 0,03 0,04 0,01
TOTAL | 98,21

determinado; PM: Peso molecular,

TR: Tiempo de retencion; IRC: Indice de retencién calculado; IR: indice de retencién; *Adams, 2007; ND: No

CROMATOGRAMA:
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Anexo 2. Seleccion de naranjas para la utilizacidn en la extraccion de aceite esencial de su
cascara
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Anexo 4. Pesado de cascara de naranjas inmadura y madura utilizadas como materia prima
para la extraccion de aceite esencial

Anexo 5. Deshidratacion de cascaras de naranja en la estufa

R

(s
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Anexo 6. Pesado de cascaras de naranja luego del proceso de deshidratacion
-

AN

Anexo 7. Destilacion por arrastre de vapor con una trampa Clevenger para obtener el
aceite esencial

75



Anexo 8. Obtencion del aceite esencial mas hidrolatos que se eliminan luego de la
centrifugacion

M

Anexo 9. Dilucion de los aceites esenciales con dimetil sulféxido con sus respectivas
concentraciones

P

” &
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Anexo 10. Llenado de las cajas Petri con el PDA para luego proceder a adicionar los aceites
esenciales con el hongo Lasiodiplodia thebromae
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Anexo 12. Aislamiento de Lasiodiplodia thebromae para su utilizacién en el ensayo in
vitro.

Anexo 13. Evaluaciéon y registro de datos del crecimiento micelial de Lasiodiplodia
thebromae
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Anexo 14. Evolucion del diametro micelial de Lasiodiplodia thebromae en respuesta a los

diferentes tratamientos evaluados

Tratamientos
Tk

NV + 0%

) I
NV + 50%

T3:
NV+7

n
-3
3\

T4:
NV + 100%

Ts:
NM + 0%

Té6:
NM + 50%

T7:
NM + 75%

T8:
NM + 100%
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