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Glosario

Aceite Esenciales (AE): son compuestos volatiles, naturales, complejos caracterizados por
un fuerte olor y obtenidos de plantas aromaticas y medicinales, que contienen principios activos
que exhiben bioactividades como la antioxidante, antifungica, antimicrobiana, entre otras

(Matiz et al., 2012; Melo et al., 2015).

Agricultura Organica: conocida también como agricultura alternativa, biologica, natural es
un sistema de produccion que, mediante el manejo racional de los recursos naturales, sin la
utilizacion de productos de sintesis quimica, brinde alimentos sanos y abundantes, mantenga o
incremente la fertilidad del suelo y la diversidad biologica (Cancino-Méndez et al., 2018;

Lorenz & Lal, 2016).

Agroquimicos: engloban a todos los insumos de sintesis quimica aplicados al campo, es

decir fertilizantes y plaguicidas (Doménech, 2019).

Bioplaguicidas: son un conjunto de plaguicidas derivados de materiales naturales como
animales, plantas y microorganismos (bacterias, virus, hongos, y nematodos). Incluyen
plaguicidas microbianos, plantas protectoras incorporados y pesticidas bioquimicos. Estos
compuestos considerados respetuosos con el medio ambiente porque son menos toxicos, se

descompone facilmente y se requiere en pequeiias cantidades (Abubakar et al., 2019).

Carvacrol: es un compuesto fenolico, se considera uno de los principales componentes de
ciertos aceites esenciales (AE) que ejercen actividad antimicrobiana. Estudios que se han
realizado, han demostrado que el carvacrol tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana
contra casi todas las bacterias Gram positivas y Gram negativas analizadas (Sokmen et al.,
2004); ademas de esta actividad antibacteriana, el carvacrol se ha descrito como antiflingico
(Oussalah et al., 2006; Chami et al., 2005), antitoxigénico , insecticida y antiparasitario (Siroli,

Lorenzo et al., 2014; Lima et al., 2013).
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Colonia de bacterias: Conjunto de bacterias de la misma especie que se acumulan de forma

caracteristica (Beltran & Castellanos, 2016).

Destilacion por arrastre de vapor: La destilacion por arrastre de vapor posibilita la
purificacién o el aislamiento de compuestos de punto de ebullicién elevado mediante una
destilacion a baja temperatura (siempre inferior a 100°C). Es una técnica de destilacion muy util
para sustancias de punto de ebullicion muy superior a 100 °Cy que descomponen antes o al

alcanzar la temperatura de su punto de ebullicion (Nitsche & Gbadamosi, 2017).

Diluciones: es la disminucion de concentracion de una sustancia en una solucion. Se prepara
una solucidén madre, que se encuentra en una concentraciéon mayor de la que se utiliza (Beltran

& Castellanos, 2016).

DMSO: cuya sigla es dimetilsulfoxido y corresponde es un  liquido
organico incoloro de formula quimicaes CH3SOCH3 que contiene sulféxido, usado

como disolvente de grasas y aceites (Beltran & Castellanos, 2016).

Género Fusarium: comprende muchas especies de hongos filamentosos ampliamente
distribuidos a nivel mundial. Varios miembros de este género pueden causar enfermedades en
plantas, animales y humanos. Diferentes especies de Fusarium causan enfermedades en algunos
de los més importantes cultivos, como arroz, maiz, trigo, frijol, soya, calabaza, melon y sandia,

entre otros (Smith, 2007).

Hidrodestilacion (HD): es el método de extraccion de aceites esenciales que se basa en la
destilaciéon heterogénea (Peredo ef al., 2009), este método utiliza vapor generado por
calentamiento para separar los compuestos volatiles de los materiales vegetales, para luego
condensarlos y obtener el aceite esencial (Peng et al., 2021). Generalmente, el agua s6lo hierve
cuando se calienta a 100 °C bajo presion normal para que se genera vapor para lograr la

separacion de los aceites esenciales, requiere entre 3 a 4 horas de destilacion (Liu et al., 2011).


https://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico
https://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico
https://es.wikipedia.org/wiki/Color
https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Azufre
https://es.wikipedia.org/wiki/Azufre
https://es.wikipedia.org/wiki/Sulf%C3%B3xido
https://es.wikipedia.org/wiki/Disolvente
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Hongo: son un grupo muy grande, diverso y heterogéneo de organismos que se encuentran
en practicamente todos los nichos ecoldgicos. Entre los géneros mas comunmente aislados en
el interior de los edificios se encuentran Penicillium, Aspergillus, Cladosporium y

Alternaria.(Li & Yang, 2004).

Orégano: (Origanum vulgare), es una planta herbacea y perenne originaria de Europa central
y Asia occidental, cuyas hojas y sus aceites esenciales se consideran fotogénicos, diversas
investigaciones han evaluado la utilizacion de los AEO como promotores de crecimiento,
antibioticos naturales y mejoradores de la calidad de la carne, pero es conocida. Es generalmente
utilizada como condimento alimenticio, dentro de sus propiedades terapéuticas el orégano se
utiliza como: antioxidante, antibacteriano, antimicotico, antiséptico, tonico, digestivo,
anticancerigeno, antiinflamatorio, emenagogo, antiespasmodico, expectorante, diurético,

emoliente, vulnerario (Han & Parker, 2017).

PDA: es un medio de cultivo sélido, no selectivo en el que pueden crecer tanto especies
bacterianas como fungicas, pero su uso estd indicado especialmente para el aislamiento de
hongos filamentosos y levaduras se preparan a partir de infusion de patata y dextrosa (Beltran

& Castellanos, 2016; Gil, 2019).

Pesticidas o Plaguicidas: Son compuestos quimicos o bioldgicos empleados prevenir,
controlar, destruir, repeler o atraer cualquier organismo bioldgico considerado plaga. destruir o
controlar plagas, incluidos insectos, hongos, roedores o especies de plantas no deseadas que
causan danos durante la produccion y el almacenamiento de cultivos (Abubakar et al., 2019)

Domeénech, 2019).

Pesticida Inorgdnico: corresponden a una serie de compuestos de elementos toxicos de
caracter metalico y no metalico; algunos son insecticidas fluorados, fungicidas compuestos

principalmente por azufre y cobre y herbicidas (George et al., 2014).
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Pesticida Organico son aquellos pesticidas que se obtienen a través de fuentes naturales.
Incluyen compuestos fitoquimicos como alcaloides, terpenos y compuestos fenolicos, que

tienen un potencial plaguicida demostrado (George ef al., 2014).

Quinua: (Chenopodium quinoa Willd) perteneciente a la subfamilia Chenopodioideae de las
amarantaceas porque, es considerada es un “pseudo cereal” ya que no pertenece a la familia de
las gramineas en que se incluyen los cereales "tradicionales", pero debido a su alto contenido

de almidoén su aprovechamiento y utilizacion es como la de un cereal (SEPHU, n.d.).

Quinua organica: corresponde a la quinua obtdenida por método de produccion
exclusivamente natural, donde es restringido el uso de aditivos o sustancias que contentan
materiales sintéticos, tales como pesticidas, herbicidas y/o fertilizantes artificiales (Cely &

Ducén, 2015).

Suelo nativo: se define como cualquier tipo de suelo que no sea material de relleno, que se
encuentre de forma natural y sea mas representativo de la litologia y geologia localizada del
subsuelo; cuando se labra un suelo, cambiamos su biogeoquimica, de tal manera que un suelo
cultivado se parece al original nativo, pero sus caracteristicas han sufrido cambios enormes y

profundos (Gonzalez et al., 2011).

Timol: (2-isopropil-5-metilfenol) es un monoterpeno fenodlico que se encuentra como
componente de varios aceites esenciales, principalmente de orégano, tomillo y ajedrea, se
encuentra como parte de la formulacion de diversos medicamentos. Hay numerosos estudios
que muestran la eficacia de este compuesto como bactericida, fungicida, insecticida, nematicida,

y desinfectante en general (Sofia et al., 2015).

UFC: (Unidades formadoras de colonias), indica la cantidad de microorganismos vivos en
un liquido, determinado por el nimero de colonias individuales, describe el nimero de células

de un organismo en el agua. Estos pueden ser bacterias u hongos (Beltran & Castellanos, 2016).
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Resumen

Valero Posada, Adriana Marcela

Potencial de los aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Origanum
vulgare) para el Control de Fusarium spp. en Chenopodium quinoa y su efecto sobre la
Microbiota del Suelo / Adriana Marcela Valero Posada. - - Tunja : Universidad de Boyaca,
Facultad de Ciencias e Ingenieria, 2021.

155 p. :il. + 1 CD ROM. - - (Trabajos de Grado UB, Maestria en Ingenieria Ambiental;
n°. )

Trabajos de Grado (Magister en Ingenieria Ambiental). - - Universidad de Boyaca, 2021.

El complejo Fusarium sp. causa graves problemas en los cultivos, provocando pudricion de
raices y tallos, y por lo tanto grandes pérdidas econdémicas para los productores. Con el
proposito de buscar un método sostenible de control de este fitopatdogeno, que permita el
mantenimiento de ecosistemas saludables y la gestion sostenible del suelo, el agua y los recursos
naturales, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antifingica de los aceites esenciales
de tomillo (Thymus vulgaris) sobre especies previamente caracterizadas del género Fusarium:
F. cerealis, F. graminearum, F. incarnatum, F. equiseti, F. culmorum, F. oxisporum, rescatadas
en cultivos de quinua del departamento de Boyacd. Inicialmente para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales, se realizd mediante una
prueba in vitro de difusion en pozo haciendo uso de diluciones seriadas (1:10) en
dimetilsulfoxido (DMSO) de 10! hasta 108 mL AE/mL, se sembraron 0,1 mL de cada una de
las diluciones en cajas que contenian medio PDA y llevadas a incubacién por 7 dias a
24+°C. Para comparar la efectividad de dichos aceites con fungicidas comerciales de uso
habitual en el campo, se evalud la efectividad de los mismos en condiciones in vitro. Los
principios activos de los fungicidas evaluados correspondieron a validamicina (Validacin®),
compuestos de amonio cuaternario (Sanaraiz®), carboxin + captan (Vitavax®), difenoconazol
(Score®),  metil-2-benzimidazol =~ carbamato  (Carbendazim®), yodo  polaxamer
(Agrodine®), metiram y sulfato de cobre + cal hidratada (Caldo Bordelés®), los cuales fueron
probados en las concentraciones recomendadas por las casas fabricantes y 50% mas diluidas o
concentradas. Los resultados permitieron determinar que la dosis minima inhibitoria para el
aceite de tomillo fue de 102 mL AE/mL; para el aceite esencial de orégano 10 mL AE/mL.
Las diluciones mayores no lograron porcentajes de inhibicion significativos. En las lecturas
realizadas a los 7 dias de incubacion para los fungicidas comerciales, se evidencio la inhibicion
de las cepas con los principios activos metil-2-benzimidazol carbamato (Carbendazim) y
difenoconazol (Vitavax), sin embargo, la respuesta después de 3 semanas se mantuvo
unicamente con el metil-2-benzimidazol carbamato, ya que con difenoconazol se observd un
100% de crecimiento de las colonias.

Con el objetivo de determinar la eficiencia de los aceites esenciales y los dos fungicidas
comerciales con mayor inhibicion de crecimiento fingico en la desinfeccion de semillas, se
tomaron 50 semillas quinua variedad “Amarilla de Marangani”, las cuales se trataron con aceite
puro y diluciones seriadas hasta 10* de aceites de tomillo y orégano, ademas se probo
Carbendazim (metil-2-benzimidazol carbamato) y Vitavax (difenoconazol) en las
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concentraciones recomendadas por las casas comerciales. Posterior al tratamiento las semillas
fueron sembradas en medio PDA. Se evalu6 el crecimiento fungico y la toxicidad de los aceites
y los compuestos comerciales, a las 48 y 98 horas, determinando que los aceites esenciales puros
y en concentraciones 10" mL AE/mL y 102 mL AE/mL inhiben el desarrollo del embrion.
Finalmente se evalu6 el impacto de las aplicaciones sobre la microbiota funcional del suelo
nativo. A 15 g se suelo nativo sin esterilizar se adiciond SmL de aceites esenciales de tomillo y
orégano de las concentraciones 107! hasta 10% mL AE/mL y se probd la eficacia de los
fungicidas Carbendazim y Vitavax a concentracion de 0,4 g/L y 3g/L respectivamente. Los
suelos tratados se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente durante 72 horas antes
del recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

Para determinar la homogeneidad de los datos en la prueba de obtencién de las CMI, y
desinfeccion de semilla, se realizé un andlisis de varianza, seguido de la prueba t-Student para
determinar si existen diferencias significativas en las medidas de las respuestas de los
tratamientos. Los datos obtenidos del ensayo en suelo se analizaron con la prueba de Tukey
empleando el software Minitab.

Frente a compuestos tradicionalmente usados como amonio cuaternario (Sanaraiz®), carboxin
+ captan (Vitavax®), yodo polaxamer (Agrodine®), metiram y sulfato de cobre + cal hidratada
(Caldo Bordelés®), para los cuales no se observd inhibicion de ninguno de los aislados
fingicos, los tratamientos con aceites esenciales pueden ser promisorios en el control del
complejo Fusarium y Alternaria en quinua. Se recomienda realizar pruebas en campo para
evaluar la efectividad y alcance de estos tratamientos.
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Introduccion

La quinua es un cultivo ancestral de un valor nutritivo importante por su alto contenido de
proteinas, aminodcidos y acidos grasos esenciales (Barriendos, 2020), y aunque en Colombia
cada dia se expande, sus cultivos estan constantemente expuestos a plagas y a enfermedades
principalmente producidas por hongos y cuya incidencia depende del ambiente donde se cultive.
La presencia del género Fusarium y sus metabolitos secundarios que pueden contaminar a los
granos, frutos y tejidos vegetales de consumo humano y animal son un problema grave ya que
afectan la calidad de los alimentos (Perczak et al., 2020). Dentro de los hongos fitopatogenos y
filamentosos, este hongo habitante principalmente del suelo estd constituido por muchas
especies que causan serias enfermedades a las plantas alrededor del mundo (Agrios, 2005). Su
taxonomia es bastante compleja y ha sufrido diversos cambios desde las primeras descripciones
hechas por Link en 1803 (Leslie J F, 2006); esta ampliamente distribuido no solo en suelo sino
también en las plantas generando pudricion tanto a nivel radicular como de semilla en periodos
preemergentes. Las principales especies patogénicas de este género cosmopolita corresponden
a F. oxysporum que causa marchitez foliar; F. moniliforme, F. graminearum, F. avenaceum y
F. culmorum ampliamente descritas en gramineas y F. solani causante de pudriciones a nivel
radicular (Figueroa-Rivera ef al., 2010).

Para el control de estas enfermedades producidas por hongos, asi como por otros
microorganismos en campo, existe un amplio grupo de sustancias quimicas de naturaleza
inorganica entre las que se encuentran los fungicidas, estas juegan un papel importante en la
agricultura moderna, aunque su empleo continuo puede ocasionar numerosos problemas e
influir sobre los microorganismos benéficos del suelo (Chaves-Bedoya et al., 2013). Afectando
la actividad enzimatica de especies funcionales disminuyendo las poblaciones e influenciando
negativamente la mayoria de las reacciones bioquimicas, tales como la mineralizacion de la
materia organica (M.O), la nitrificacion, la desnitrificacion, la amonificacion, las reacciones de
oxidorreduccién, y la metanogénesis (Hussain et al., 2009). Dicha microbiota posee varias
funciones entre las que se incluye la descomposicion de la materia organica, la fijacion de N
atmosférico, la descomposicion de minerales primarios, mineralizacion del N-organico

(nitrificacidn), solubilizacion de P, y formacion de asociaciones simbidticas para mejorar la



ACEITES ESENCIALES PARA CONTROL DE FUSARIUM 22

captacion de nutrientes vegetales, ampliar la proteccion de las plantas contra patdégenos y
descomposicion de contaminantes (biorremediacion) (Ramirez et al., 2013).

Los fungicidas de origen quimico se clasifican en: de contacto (protectores) o sistémicos
(penetrantes); con funcion preventiva (profilactico) o curativa (erradicante) y con uno o
multiples puntos de accidon y aunque suelen ser imprescindibles en el establecimiento de
cultivos, algunos de sus compuestos han sido identificados como peligrosos a largo plazo para
el ambiente y estan prohibidos o rigurosamente restringidos por convenios internacionales para
el control de plagas y enfermedades, ya que traen como consecuencia intoxicacion crénica en
el hombre (del Puerto Rodriguez et al., 2014), razoén por la cual es indispensable desarrollar
nuevas tecnologias eficaces para el control de enfermedades fingicas de los cultivos sin efecto
contaminante y sin perjudicar la salud humana (Cruces & Callohauri, 2016).

Las aplicaciones continuas de fungicidas sintéticos a los cultivos, conllevan a su
bioacumulacion, tardando afios en descomponerse en productos menos toxicos (Cui et al., 2018)
afectando fuentes hidricas, acumuldndose en plantas las cuales posteriormente pueden ser
consumidas por animales y humanos y desmejorando la calidad del suelo (Oves et al., 2017) ya
que la incorporacion de dichos compuestos incrementa los niveles de nitratos y amonios
modificando la poblacién de bacterias.

Colombia se posiciona como el noveno entre los 10 paises a nivel mundial con mayor uso
pesticidas, con el empleo de 52.501.83 toneladas de agroquimicos y el octavo lugar en el uso
de fungicidas y bactericidas con un total de 19.110.41 toneladas (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura - FAO, 2020)- Ademas, segiin datos del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), en el pais predomina el uso de plaguicidas azdlicos,
encontrandose disponibles comercialmente 32 productos con este tipo de sustancias; esto
sugiere una amenaza potencial para la salud humana y ambiental al representar un alto riesgo
para el desarrollo de resistencia microbiana a los antimicoticos o propiciar posibles
intoxicaciones por ingestion de agua y alimentos contaminados con estas (Zubrod ef al., 2019).

Respecto a los hongos mas limitantes de cultivo y que a menudo requieren el uso
importante de fungicidas se encuentra Fusarium spp., del cual en el cultivo de quinua en
Colombia los reportes son escasos; sin embargo, dentro de los estudios realizados por el grupo

de investigacion de Gestion ambiental de la Universidad de Boyaca; Chiquillo y colaboradores
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(2019), muestrearon 4 parcelas ubicadas en los municipios de Tibasosa, Soracd, Tuta y
Siachoque, reportando mayor incidencia de este género.

Teniendo en cuenta la necesidad prioritaria en el control de este fitopatogeno, en el
presente trabajo de investigacion, se determind la efectividad de los aceites esenciales de tomillo
y orégano como biofungicidas, para el control de este moho en la variedad de quinua “Amarilla
de Marangani”. Para esto se evalud la respuesta de especies aisladas de cultivos del
departamento correspondientes a F. cerealis, F. graminearum, F. incarnatum, F. equiseti, F.
culmorum, F. oxisporum, ademds de Alternaria alternata, determinando inicialmente la dosis
in vitro mediante la técnica de halos de inhibicion, seguido del bioensayo donde se probaron las
concentraciones mas eficaces para determinar la efectividad de los tratamientos en semilla y se
finalmente se evalud el efecto de su aplicacion sobre el microbiota total del suelo, buscando
obtener un producto, amigable con el ambiente, de facil manejo y capaz de mantener la

diversidad microbiana del suelo.
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1. Marco Teorico

1.1. Antecedentes

La quinua es un pseudocereal andino originario del lago Titicaca de Pert y Bolivia (Rojas ef
al.,2011), distribuida geograficamente en los paises de Bolivia, Peru, Chile, Ecuador, Colombia
y Argentina con diferenciacion entre ecotopos tanto en el altiplano y en los valles. Con la llegada
hispana a América se introdujeron otros cultivos como los cereales, muchos de los cuales
desplazaron a los tradicionales, razén por la cual la quinua pasé a constituirse en un cultivo
marginal practicado por algunas comunidades campesinas de la zona andina (Sanchez, 2019).

Esta planta es considerada un alimento de alta calidad por su aporte nutricional y aunque ha
sido poco cultivado en Colombia (Apaza et al., 2013), debido a la falta de promocién en el
consumo, esta podria reemplazar el uso de alimentos de origen animal, cereales de alta demanda
y productos lacteos (Garcia-Parra et al., 2017), ademés de ser una alternativa valiosa de
diversificacion para las regiones cerealeras. De acuerdo con (Pando & Castellanos, 2017) este
es un cultivo necesario para la humanidad y podria ser la solucion a los problemas de seguridad
alimentaria mundial y actualmente ha venido apareciendo como un alimento nuevo en los
diferentes supermercados, reemplazando o complementando otros granos ya consumidos
(Apaza et al., 2013).

La quinua es un alimento completo debido a su aporte integral a la demanda de la nutricién
humana; supera los requerimientos estdndar y presenta compuestos de alto valor funcional
mostrando ventajas con respecto a otros cereales y granos pues posee proteinas y aminoacidos
esenciales, y tiene un aporte proteico significativo (11,2%) con un alto porcentaje de proteinas
solubles (10,04%). Ademés, se describe la presencia de un 45% de azucares totales, 16% de
azucares solubles (glucosa, fructosa, sacarosa), 33% de almidon y 4% de lipidos, entre otros
compuestos de interés alimentario (Vargas-Zambrano et al., 2019; Mendoza, 2019). La quinua
posee cualidades superiores sobre los productos de origen animal en cuanto a la presencia de
hierro, el cual previene la anemia y zinc, el cual mejora el sistema inmunologico, fibra soluble
que reduce el colesterol, disminuyendo el riesgo de cancer y mejorando la asimilacion de
vitaminas y minerales (Koziol’ Latinreco, 1992). En promedio, este pseudocereal es mejor

fuente de minerales en relacion con la mayoria de los granos (Tabla 1).
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Tabla 1.
Propiedades nutricionales del grano de quinua

Valor nutricional Quinua Trigo Maiz Arroz

Proteinas 13.81 11.50 10.20 7.40
Grasa g/100g 6,3 2,3 4,7 2,3
Carbohidratos 69 78,4 | 81 80,4
Fe 10.90- 330 2,1 0,7
Zn 7.47 470 290 0,6

*contenido de macronutrientes de la quinua y en

alimentos seleccionados por cada 100g de peso seco

Fuente: Koziol’ Latinreco, M. J. (1992). Chemical composition and nutritional evaluation of quinoa (Chenopodium

quinoa Willd.). Journal of Food Composition and Analysis, 5(1), 35-68.

1.2.  Descripcion botanica y taxonémica

La quinua es una planta herbacea anual, dicotiledonea con caracteristicas propias en su
morfologia, coloracion y comportamiento dependiendo de las zonas agroecologicas donde se
cultiva. Presenta diferenciacion y plasticidad para adaptarse a diferentes condiciones
ambientales y se cultiva desde el nivel del mar hasta los 4.000 msnm; muy resistente a factores
edafoclimaticos adversos como sequia, heladas, salinidad de suelos entre otros que afectan al
cultivo. Asimismo, prospera en suelos arenosos hasta los arcillosos, la coloracion de la planta
es también variable con los genotipos y etapas fenologicas, desde el verde hasta el rojo, pasando
por el purpura oscuro, amarillo, anaranjado granate y demés gamas que se puedan diferenciar
(Apaza et al., 2013; Mendoza, 2019).

La planta de quinua puede llegar a crecer de 1 a 3 metros de altura, su periodo vegetativo
varia desde 90 hasta 240 dias, se adapta a suelos acidos de pH 4,5, hasta alcalinos con pH de
9,0. (Apaza et al., 2013). Las semillas pueden germinar con rapidez, incluso a unas pocas horas
de ser expuestas a la humedad. Sus raices alcanzan un maximo de 30 centimetros de
profundidad, son del tipo ‘pivonte’ (crecen verticalmente hacia abajo), tienen buena estabilidad
y son altamente resistentes a la sequia gracias a su vigorosidad, profundidad, fibrosidad y a ser

bastante ramificadas (Arichéavala et al., 2020).
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Las hojas presentan coloracion variable del verde al rojo, con diferentes tonalidades y con
un tamafio que alcanza hasta los 15 centimetros de largo y 12 centimetros de ancho. Las hojas
estan cubiertas por cristales (de oxalato de calcio) que captan la humedad del ambiente por las
noches, poseen flores muy pequeias que alcanzan hasta 3 milimetros y carecen de pétalos; y

los frutos son redondos y levemente ensanchados hacia el centro (Figura 1) (Salcedo, 2014).

Emergencia Dos hojas Cuatro hojas Seis hojas
verdaderas verdaderas verdaderas
Aparecen las dos | Aparecen dos Se observa dos pares de | Se aprecian tres pares
hojas hojas verdaderas hojas verdaderas de hojas verdaderas
cotiledonales en | extendidas extendidas y aun estdn | extendidas, las hojas
la superficie del presentes las hojas cotiledénales se
suelo. cotiledonales, de color | tornan de color
verde amarillento.

Ramificacion Panoja Floracion Grano lechoso a
pastoso y
maduracion
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Se nota ocho | Emergen las | Se abren las primeras | Los granos al ser
hojas verdaderas | primeras panojas | flores de la parte apical | presionados presentan
extendidas. Las | para luego | de la panoja. un liquido lechoso.
hojas sobresalir con

cotiledonales se | claridad por

caen y dejan | encima de las hojas

cicatrices en el | de la planta.

tallo.

Figura 1. Fases fenologicas del cultivo de la Quinua, Fuente. Yzarra, W., & Lopez, F. (2011).
Manual de Observaciones Fenoldgicas (p. 98). Ministerio de medio ambiente, Direccion general
de agrometeorologia (SENAMHI). Recuperado de
https://www.senamhi.gob.pe/load/file/01401 SENA-11.pdf

1.3. Taxonomia

La quinua es una especie que se clasifica (Tabla 2)

Tabla 2

Clasificacion taxonomica de la Quinua

Reino: Viridiplantae
Phylum Streptophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Chenopodiaceae
Género Chenopodium

Fuente: Schoch CL, et al. NCBI Taxonomy: a comprehensive update on curation, resources and tools. Database

(Oxford). 2020: baaa062. PubMed: 32761142 PMC: PMC7408187

1.4. Importancia del cultivo y variedades en Colombia

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura en informes
anuales del 2020 y 2021, enfatizada en la necesidad de generar cambios importantes en el
sistema alimentario global ya que la agricultura debe enfrentar el doble desafio de alimentar a
una poblacion en crecimiento con una demanda paulatina de carne y dietas ricas en calorias

(FAO del 2020; FAO, 2021). La globalizacién, el cambio climatico y los nuevos habitos
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alimenticios han generado otras preferencias a la hora de hablar de alimentos a nivel mundial;
entre las tendencias que han tenido mayor aceptacion y posee gran potencial estd el consumo y
comercializacidon de productos organicos (Graziano da Silva et al., 2021). El-Hage, N y Hattam
(2002), definen la agricultura organica como un sistema de suministro de alimentos respetuoso
con el ambiente y la sociedad; dentro de las alternativas para enfrentar esta problematica, este
es un sistema destinado a producir alimentos con un impacto minimo en los ecosistemas,
animales o humanos que a menudo se propone como una solucidon viable por su sistema de
proteccion sostenible (Seufert ef al., 2012).

Dichos sistemas se han venido consolidando a nivel nacional e internacional, permitiendo un
mayor desarrollo del sector agricola, disminuyendo el impacto ambiental por el no uso de
fertilizantes y otros productos quimicos, otorgando beneficios para la salud de productores y
consumidores.

En la actualidad, la quinua organica se encuentra dentro de los productos con mayor
demanda, siendo Estados Unidos, Canada y Francia, los principales importadores alcanzando
un consumo del 55% de la produccion reportada (Duque et al., 2016). Entre los principales
productores figuran Bolivia y Pert quienes para al afio 2013, de acuerdo con los datos de “Trade
Map”, tenian una participacion del 84% de las exportaciones en el mundo (Brazile D., Bertero
T., 2013). En Colombia, la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(Agrosavia), identificé algunos de los centros de producciéon mds importantes de quinua en
Cundinamarca, Boyacd, Cauca y Narifio (Rojas et al., 2011), en los cuales se reactivo la
produccion desde el afio 2007 pero con la aplicacion de labores culturales tradicionalmente
usadas en otros cultivos como la papa y el maiz (Duque et al., 2016), desconociendo la
posibilidad de establecer cultivos de manera organica, entre las principales variedades
sembradas en Colombia estd la variedad Piartal, Blanca de Jeric6, Tunkahuan, Aurora y

Amarilla de Marangani (Tabla 3).
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Tabla 3.
Principales variedades de quinua cultivadas en Colombia

Variedades de Quinua cultivada y caracteristicas.

Piartal:

De color purpura, el grano es blanco opaco, de
aproximadamente 2 mm de diametro (Delgado et al., 2009)
Variedad ‘SL47'

Variedad precoz, de porte bajo, ramas comprimidas y panoja de
color blanco rosado. Seleccionado por la facultad de ciencias
agricolas, Universidad de Narifio;(Safiudo et al., 2005)

Blanca de Jerico:

De porte alto, semitardia, con ramificacion abierta desde la base
y panoja de color blanco rosado (Sanudo et al., 2005)

Aurora:

Variedad dulce, posee bajo contenido de Saponinas (Safiudo et
al., 2005)

Blanca de Chivata:

Variedad dulce, posee bajo contenido de Saponinas.

(Safiudo et al., 2005) (Casas-Forero et al., 2018)

Tunkahuan:

De color purpura y panoja amarillo-anaranjada, glomerulada,
grano blanco, tamafio de grano de 1,7 a 2,1 mm, contenido de
saponina de 0,06 y 15,73% de proteina (Casas-Forero et al.,
2018)

Aurora dulce Narino-AN (Guerrero-Lopez, 2018)

Blanca dulce Soraca-BS (Guerrero-Lopez, 2018)

Amarilla de Marangani:

Sabor levemente amargo, necesitdndose un lavado previo al

consumo Yy alto contenido de saponinas (Garrido ef al., 2013)

Fuente: recopilacion hecha por el autor.

Lugar de
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Narifio,

Boyaca

Narifio, Cauca

Boyaca

Boyaca

Boyaca

Narifio

Narifio

Boyaca

Boyaca

29

Origen

Ecuador

Narifio

Boyaca

Colombia

Boyaca

Boyaca

Ecuador

Narifio

Boyaca

Pera
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1.5. Enfermedades por Fusarium spp.

Los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas, tienen un
micelio bien desarrollado, septado y conidioforos caracteristicos, aunque algunas especies
tienen un talo unicelular (Villa ef al., 2015). Como patogeno facultativo esta representado por
17 complejos de especies (Zhu et al., 2020), ademas, este género ha sido un serio obstaculo
econdmico para los productores en todo el mundo ya que se encuentran en la mayoria de
sustratos naturales como patégenos o no patégenos y asociados con otros hongos (Lombard et
al., 2019). Las especies mas relevantes del género Fusarium que causan la contaminacion en
los granos pequenos de cereales son F. graminearum, F. culmorum, F. poae, F. sporotrichioides
v F. equiseti, ademads, son fuente importante de tricotecenos, fumonisinas y otras micotoxinas
que causan enfermedades graves en humanos y animales (Jurado ef al., 2005).

Las especies del complejo no sélo inactivan ciertas rutas metabdlicas propias de la planta
sino que también producen toxinas que aumentan su virulencia, tales como las eniatinas y acido
fusarico, mientras que otras micotoxinas, como tricotecenos y fumonisinas, son toxicas para los
animales, presentando efectos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, citotoxicos,
neurotoxicos, nefrotoxicas, inmuno-supresores y estrogénicos, por lo que representan un riesgo
para la salud publica (Agrios, 2005; Wagacha & Muthomi, 2007). Ademas, estas especies
ocasionan el tizon de cabeza, una enfermedad que produce importantes pérdidas en el
rendimiento de los cereales. Las especies del complejo Fusarium que han sido halladas como

asociadas a los cultivos de quinua del departamento de Boyaca se presentan en la (Tabla 4).
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Tabla 4.

Hongos Patogenos del complejo Fusarium

Género y especie

Fusarium graminearum

Fusarium oxysporum

Fusarium equiseti

Fusarium cerealis

Fusarium culmorum

Fusarium incarnatum

Cultivos reportados

Cebada (Hordeum
vulgare L.) y el trigo

(Triticum aestivum L.)

Cereales

Tomate (Solanum
lycopersicum)

Uvilla (physalis

peruviana L.)
papa (Solanum

tuberosum)

Manzano (Malus
domestica)
Cereales, trigo,
centeno, cebada

Trigo

Melon (Cucumis melo)

Fuente: recopilacion hecha por autor

1.5.1. Fusarium oxysporum

Enfermedades

Fusariosis de la

espiga

Marchitez

vascular

Acortamiento de
entrenudos en
plantas

Tizon de cabeza
Micotoxinas
Tizo6n de cabeza
Pudricién de pie
Pudricion

postcoscha

Autor

(Agrios, 2005)

(Vera, 2021)

(A. Naeini et al., 2010)

(Pérez-Corral et al.,

2015)

(Geiser et al., 2013)
(Chandler et al., 2003)
(Beccari et al., 2011)

(Wonglom &
Sunpapao, 2020)

Es probablemente la especie mds comun del género Fusarium y ocupa el quinto lugar

en la lista de los 10 principales hongos fitopatégenos cosmopolitas (Dean ef al., 2012) y mas
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comunes de suelo, se comporta como un saprofito de suelos que puede competir con saprofitos
obligados y con algunos hongos que infectan raices para colonizar tejido vegetal muerto, es un
importante hongo vascular sobre muchas especies de plantas a nivel del mundo. Esta especie se
caracteriza por invadir tejidos epidermales de la raiz, y se extiende a los haces vasculares
produciendo micelio y/o esporas en los vasos y mata a la planta por taponamiento de vasos
(Zaquinaula, 2018), causando dafio significativo predominantemente a los cereales y algunas

especies no cereales (Dean et al., 2012).

1.5.2. Fusarium cerealis y Fusarium graminearum

Las especies dentro del complejo de especies de F. graminearum y cerealis han sido
descritos como los principales agentes causales del tizon de cabeza (S.A. Palacios, A. Del Canto,
J. Erazo, 2021), una enfermedad fungica muy importante que afecta a los cereales de grano
pequefio en el mundo como lo son el trigo y el maiz. Esta enfermedad no solo provoca pérdidas
de rendimiento, sino también contaminaciéon de los cultivos con micotoxinas como el
deoxinivalenol (DON) y el nivalenol (NIV). Miller (1994), identificé quimiotipos de tricoteceno
de tres cepas de F. cerealis (F. crookwellense) reportando impactos econdémicos debido a la

reduccion del rendimiento y la contaminacioén por micotoxinas

1.5.3. Fusarium incarnatum

Se ha demostrado que el complejo de especies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)
abarca 33 especies filogenéticas, en una amplia gama de habitats/ huéspedes en todo el mundo
(Wang et al., 2019), incluye solo unas pocas especies descritas formalmente caracterizadas por
la curvatura tipicamente dorsiventral de macroconidios y abundantes clamidosporas, que van
desde ser simples o en cadenas o grupos, a excepcion de F. scirpi que carece de microconidios
(Bentley, A.R., et al., 2006). Los miembros del grupo FIESC son ubicuos, principalmente
saprobios, patdgenos o invasores secundarios de habitats ambientales, plantas, humanos y
animales y algunos producen micotoxinas (O’Donnell et al., 2009). Esta especie es capaz de

producir micotoxinas como fuminosina (Wonglom & Sunpapao, 2020).
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1.5.4. Fusarium culmorum

Es un importante patdogeno de una amplia variedad de plantas, especialmente de cereales
como el trigo (Hestbjerg et al., 2002). La presencia de este patdgeno en semillas reduciendo la
germinacion, ademads, durante el proceso de crecimiento vegetativo su presencia genera
podredumbre del pie y raiz; durante la floracion en condiciones himedas provoca el tizéon de la
cabeza en trigo (Valle ef al., 2004). Se cree que la produccién de deoxinivalenol (DON) por

esta especie juega un papel en la patogénesis.

1.6. Control de Enfermedades de la Quinua

Numerosos estudios han reportado cambios en los ecosistemas del suelo como resultado de
la aplicacion de pesticidas por lo que un gran nimero de indicadores de la calidad del suelo han
sugerido incluir la evaluacion del nitrogeno potencialmente mineralizable, las enzimas y los
organismos de este. Se ha demostrado que el uso a largo plazo de pesticidas incrementa la
concentracion de contaminantes en suelos y otros recursos ambientales (del Puerto Rodriguez
et al., 2014). La contaminacion con metales junto con la erosion y labranza, reduce la calidad
de los suelos, afectan sus propiedades bioquimicas haciéndolos mds susceptibles de
contaminacion convirtiéndose en una grave preocupacion agroambiental, reduciendo la calidad
de este recurso y la sostenibilidad del agroecosistema (Monkiedje et al., 2002).

En la actualidad, se han ido desarrollando diferentes formas de contribuir a la conservacion
del ambiente en el area agricola con productos bioldgicos que evitan o excluyen insumos
externos de sintesis quimica. Existen diversas opciones de controladores bioldgicos con menor
impacto nocivo, los biofungicidas y bioplaguicidas de origen microbiano, usados para la
minimizacion de agentes patogenos y que dependen del conocimiento de la ecologia y
epidemiologia de la enfermedad los cuales usan como ingrediente activo microorganismos
antagonistas naturales que han sido ampliamente estudiados (Herndndez et al., 2007) por
ejemplo extractos de origen vegetal con compuestos activos pesticidas. En los paises
desarrollados se esta incrementando el uso de tratamientos con estos nuevos componentes,
denominados por la Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA) como insecticidas

de “riesgo reducido” (Wogiatzi et al., 2009)
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1.6.1. Control de fitopatogenos con aceites esenciales

Es importante mencionar que se ha vuelto una tarea dificil elaborar productos naturales
eficientes y estables que brinden proteccion fitosanitaria a las plantas, sin embargo, se han
probado con éxito formulaciones comerciales de origen vegetal, solas o en conjunto con
microorganismos de control bioldgico. De esta forma, una alternativa segura corresponde al uso
de algunos extractos de plantas individuales o combinados en determinadas concentraciones y
proporciones, que al poseer principios con propiedad antifungica pueden afectar a patdogenos
diferencialmente (Villa-Martinez et al., 2015). Estas propiedades se han conocido durante
siglos, la canela (Cinnamomum verum), el comino (Cuminum cyminum) y el tomillo, se
empleaban en el antiguo Egipto para embalsamar y en China e India para preservar alimentos
(Peredo et al., 2009). Del tomillo se ha reportado, sobre sus principales componentes, el efecto
nocivo contra una amplia gama de microorganismos fitopatdgenos presentes tanto en el suelo

(pre-siembra) como en la etapa de postcosecha (Tabla 5) (Rota ef al., 2008)

Tabla 5.

Componentes de los aceites vegetales con propiedades antifungicas

Nombre comin Nombre cientifico Componente % maximo
de la planta quimico presente del
aceite esencial
Tomillo Thymus vulgaris Carvacrol 10-64%
Timol 2-11%
Terpineno 2-31%
Cymeno 1’-56%
Orégano Origanum vulgare Carvacrol 80%
Timol 64%
Terpineno 2-52%
Cymeno 52%
Romero Rosmarinus officinalis | Pineno 2-25%
Acetato de boril 0-17%
Canfor 2-14%
1.8 cineolo 3-89%
Canela Cinnamomum verum Trans cinnamaldehido | 65%
Clavo Syzygium aromaticum | Eugenol 75.85%
Acetato de eugenil 8-15%

Fuente: Garcia-Garcia R. M.; Palou-Garcia. (2008). Mecanismos de accion antimicrobiana de timol y carvacrol
sobre microorganismos de interés en alimentos. Temas Selectivos de Ingenieria de Alimentos., 2(2), 41-51.

Recuperado de https://www.udlap.mx/WP/tsia/files/No2-Vol-2/TSIA-2(2)-Garcia-Garcia-et-al-2008a.pdf
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Los aceites esenciales provienen de plantas aromaticas y tienen uso aplicativo en el control
de enfermedades en plantas, tanto en cosecha como en postcosecha, pues ha sido considerado
como un método seguro para el medio ambiente como para la salud humana. Debido a las
sustancias que se encuentran presentes, algunas de estas corresponden a compuestos volatiles
que se localizan en diferentes 6rganos de las plantas que pueden ser raices, hojas, tallos, flores
(Jiménez, 2020), se han descrito alrededor de 3000 aceites esenciales provenientes de diversas
plantas y aproximadamente 300 de ellas presentan interés comercial por sus aplicaciones
terapéuticas y alimentarias (Marqués, 2015) estos aceites pueden contener terpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanos (Figura 2) (Oseida, 2018). Los terpenos son compuestos
organicos aromaticos derivados del isopreno gracias a ellos, los diferentes tipos de plantas

tienen olores caracteristicos y varian dependiendo de los terpenos que tenga.

Sesquiterpeno Fenilpropano Terpineno

—G limoneno
P-cimeno :

Figura 2. Estructura quimica de metabolitos activos de aceites esenciales de tomillo y orégano.

Fuente: autor. empleando la herramienta: http://biomodel.uah.es/en/DIY/JSME/draw.es.htm

Los mecanismos de accion sobre hongos y bacterias de los compuestos que se encuentran en
los aceites esenciales han sido descritos (Andrade-Bustamante et al, 2017) (Figura 3),
presentando efectos sobre el control de algunos microorganismos, se destacan: flavonoides,
fenoles, terpenos, alcaloides, lectinas y polipéptidos, por ejemplo, la toxicidad de los fenoles en
microorganismos se atribuye a inhibicion enzimatica por oxidacion de compuestos; el modo de
accion de los terpenos no es claro aun, pero se ha considerado que pueden causar rompimiento
de la membrana a través de los compuestos lipofilicos (Garcia & Palou-Garcia, 2008), en la
tabla 5 se encuentran descritos algunos compuestos presentes en aceites esenciales.

El efecto inhibidor de estos aceites esenciales estd dado principalmente por su accidon
lipofilica, pues tienen la capacidad de penetrar la membrana plasmatica provocando cambios

morfolédgicos en las hifas, dafiando la célula y su sistema enzimatico, dificultando el mecanismo
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de transporte de la membrana plasmatica, la salida de cationes como H" y K", cambiando asi el
valor de pH de las células y afectando la composicion y actividad de las células (Dwivedy et
al., 2017), provocando la muerte de microorganismos fliingicos y bacterianos e induciendo por
ultimo la destruccion de las mitocondrias para inhibir los hongos. (Sreenivasa et al., 2011,
Mohapatra et al., 2017). El carvacrol puede reducir la fluidez de la membrana celular al cambiar
la proporcidn y estructura de los acidos grasos en la membrana celular y luego desempefiar un

papel inhibidor, (Di Pasqua ef al., 2006; Andrade-Bustamante et al., 2017).

1.6.2. Obtencion de aceites esenciales (AE)

Los "aceites esenciales" (AE) son sustancias liquidas a temperatura ambiente, que cuentan
con un caracter lipofilico ademés de propiedades aromadticas, volatiles, tienden a polimerizarse
y su densidad promedio estd entre 0,84 y 1,18 g/mL, (Nufez-torres et al., 2020) estos
compuestos oleosos se obtienen a partir de diferentes partes de las plantas por presion,
fermentacion, extraccion con solventes volatiles, fluidos supercriticos, pero el método mas
comun para la produccion comercial es el de destilacion por arrastre de vapor (Marqués, 2015);
de acuerdo con estas caracteristicas las técnicas mas comtinmente utilizadas incluyen el método
de destilacion por arrastre vapor de agua, extraccion con solventes organicos volatiles y con
fluidos supercriticos utilizando didxido de carbono como solvente (Santana, et al., 2012);
destilacién con agua y vapor, destilacion sometida a una degradacion térmica, destilacion-
extraccion con solvente (DES) y destilacion asistida por radiacion microondas (HDM) (Santana

et al., 2012; Villa-Martinez et al., 2015; da Silva et al., 2012).

1.6.2.1. Destilacion por arrastre de vapor. Una de las técnicas mas utilizadas para extraer
aceites esenciales es la destilacion por arrastre agua-vapor; esta técnica consiste en emplear
fuentes de calor externas para la separacion de aceites esenciales de la materia prima (Calderon
et al., 2018) se basa en vaporizar dos liquidos inmiscibles a temperaturas inferiores a las de
ebullicion de cada uno de los componentes volatiles por efecto de una corriente directa de vapor
de agua, consiste en la toma de muestras vegetales generalmente frescas, las cuales se
introducen en un balén de tres bocas y se someten a una corriente de vapor de agua

sobrecalentado, este extrae el AE presente en las estructuras contenedoras y lo difunde a través
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de las membranas de las células debido a que el vapor de agua penetra los tejidos de la planta,
luego arrastrado y posteriormente condensado, recolectado, separado de la fraccion acuosa
(Peredo et al., 2009; Granados et al., 2012) esta técnica ademas, es sencilla, facil de manipular

y el consumo energético es relativamente bajo (Cerpa & Palomino, 2007; Caballero et al., 2011)

1.6.2.2. Método de Soxhlet. Consiste en la separacion solido-liquido comunmente usada para
la determinacion del contenido graso en muestras de diferente naturaleza. Aunque su campo de
aplicaciéon es fundamentalmente el agroalimentario es también de utilidad en el érea
medioambiental, asi es el método de analisis recomendado para la determinacion del aceite y la
grasa total recuperable en aguas de vertidos industriales permitiendo la determinacion de
hidrocarburos relativamente no volatiles, aceites vegetales, grasas animales, ceras, jabones y

compuestos relacionados (Usaquén & Zafra, 2018).

1.6.2. Aceite esencial (AE) de tomillo

El tomillo (Thymus vulgaris L.) es una planta perenne perteneciente a la familia Lamiaceae,
especie del grupo de las plantas aromaticas, de aspecto compacto. El tomillo es una especie rica
en aceites esenciales utilizada principalmente en medicina tradicional y como condimento
(Rojas-Armas, et al., 2015). El aceite de tomillo posee compuestos fenolicos, carvacrol y timol
(2-isopropil-5-metilfenol) cuya férmula molecular es CioH14O, Figura 3 (Matiz, G., Fuentes,
K., Ledn, 2015), correspondiente a un isdmero optico del timol, sustancia cristalina incolora
con un olor caracteristico, poco soluble en agua debido a la presencia de un grupo hidroxilo en
su anillo aromatico (Arango et al., 2012; Oussalah et al., 2006). La eficacia bactericida del
aceite de tomillo radica en su mecanismo de accion generando rompimiento de la membrana a
través de los compuestos lipofilicos induciendo la lisis rapida de la cé€lula, ademas, diversos
autores han reportado su efectividad fungicida contra Fusarium sp., con un alto porcentaje de

inhibicién (Barrera, L., Garcia, 2008).
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Timol Carvacrol Cymeno Terpineno

Figura 3. Compuestos con accion antifingica del tomillo y orégano, Fuente: elaboracion

propia usando herramienta http://biomodel.uah.es/en/DIY/JSME/draw.es.htm

1.6.3. Aceite esencial de Orégano

Estudios indican que el aceite de orégano también ejerce poder inhibitorio sobre el
crecimiento de hongos (Caballero ef al., 2018). Este hecho muestra un potencial enorme que
puede aprovecharse para dar valor agregado al producto (Franco et al., 2005). El contenido de
aceite que tiene el orégano (O. vulgare) oscila entre 0,5% hasta 7% y su composicion quimica
al igual que el tomillo son carvacrol, timol (por lo que se le atribuye un gran poder antioxidante
por su alto contenido de estos dos compuestos) e isomeros fenoles, ademas de monoterpenos p-
cimeno y y-terpinene en bajas cantidades (Sakkas, H. Papadopoulou, 2017). Se ha reportado
efectividad del aceite de orégano como fungicida contra: Candida albicans, Phymatotricopsis

omnivora, Rhizopus spp, Fusarium oxisporum y Phytoppthora capsici.

1.7.  Control Quimico

Para el control principalmente de este Fusarium se usan fungicidas sistémicos tales como los
benzimidazoles que incluyen el benomil, carbendazim, tiabendazol, y tiofanato. Se ha
documentado que algunos de estos principios activos son mutagénicos en las plantas, por
ejemplo, Villa y colaboradores (2015) han reportado el efecto genotdxico del benomil (Metil-
1-(butilcarbomoil) benzimidazol-2il-carbamato) en raices de cebolla (Allium cepa) al ser
tratadas con diferentes dosis de este fungicida, el cual ocasiona algunas anomalias tales como
defectos en la formacion del huso mitotico y cariocinesis sin citocinesis. Ademas, se ha

demostrado que los agroquimicos pueden impactar de diferente manera los microorganismos
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que se encargan de la descomposicion de la materia organica desmejorando notablemente la
calidad del suelo (Chaves-Bedoya et al., 2013).

En la (Figura 4) se puede observar el efecto de la aplicacién de un fungicida quimico sobre
los factores suelo, aire y agua, representado mediante un modelo esquematico en el programa
STAN2.5web. En dicho esquema se puede evidenciar como por procesos de degradacion y
evaporacion hace que el fungicida salga a la atmosfera generando contaminacion y en el caso
del suelo, el compuesto quimico por escorrentia y filtracion llega a cuerpos de agua
subterraneas, y por bioacumulacion genera cambios en la dindmica del suelo, afectando la
microbiota del suelo limitando las poblaciones de organismos benéficos y disminucion los
nutrientes para las plantas (Gerbore ef al., 2014).

Desde hace tiempo se ha reportado que la adsorcion de plaguicidas quimicos en el suelo
modifica el proceso de degradacion y de transporte de estos compuestos en el mismo, asi como
su actividad biologica para combatir los organismos a los que son destinados (Al-Qodah et al.,
2007). Esta problematica se resalta debido a la importancia que tiene la microbiota del suelo
para el desarrollo adecuado de los cultivos, dichas comunidades se caracterizan por su
diversidad haciendo parte de los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno, fésforo entre
otros.

Sumado a esto, en el caso del agricultor, en el momento de la aplicacion del producto las
particulas del fungicida quimico quedan impregnadas en la ropa y en la piel provocando
afectaciones en la salud ya sea a corto o mediano plazo por la exposicion a agentes quimicos,
esta situacion se agrava por la deficiencia en el uso de medidas de proteccion, ademas, como
los productos alimenticios pueden llevar trazas de sustancias toxicas estas pueden ser ingeridas

generando efectos en la salud del consumidor (A. Naeini et al., 2010).
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Figura 4. Representacion esquematica del problema, Fuente: elaboracion propia usando la

herramienta STAN2.5web.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antifungica de los aceites vegetales de tomillo (Thymus vulgaris) y
orégano (Origanum vulgare) para el control organico de Fusarium sp. y el impacto generado

por su aplicacion sobre el microbiota total del suelo.

2.2.  Objetivos Especificos

e Establecer mediante una metodologia in vitro las dosis y concentraciones dptimas de
los aceites esenciales de tomillo y orégano con actividad antifungica, sobre cepas del
género Fusarium aisladas de cultivos de quinua del departamento de Boyaca.

e [Evaluar la efectividad del uso de los aceites esenciales de tomillo y orégano como
tratamiento para la desinfeccion de semillas de quinua de la variedad “Amarilla de
Marangani”

e Determinar y comparar el impacto generado por la aplicacion de los aceites esenciales

de tomillo y orégano con fungicidas comerciales sobre la microbiota total del suelo.
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3. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria.

3.1. Introduccion

Desde hace afos, el control de las enfermedades fungicas vegetales ha dependido, en gran
medida, de los tratamientos con agroquimicos, sin embargo, su uso representa un severo riesgo
para la salud humana y contribuye al aumento de la contaminacién al medioambiente, ademas,
han dado lugar a la aparicion de microorganismos altamente resistentes que conducen a
enfermedades con mayor incidencia que antes. Para reducir este problema, existe la necesidad
de buscar y adoptar estrategias que sean accesibles, sencillas de aplicar y no téxicas tanto para
seres humanos como para animales (A-Naeini et al., 2010).

Los aceites esenciales son mezclas volatiles complejas de metabolitos secundarios que a
veces superan los 100 componentes con olor caracteristico que pueden extraerse de todos los
organos de la planta extendiéndose su uso a la industria como saborizantes, agentes de limpieza,
cosmética y perfumes. (Oseida, 2018); estos liquidos aceitosos aromaticos se pueden obtener
obtienen por diferentes métodos de extraccion, a partir de material vegetal (flores, tallos, raices,
hojas, frutos, y semillas), algunos de ellos indican actividad antibacteriana y antifungica, como
fue descrita en el marco teorico debido a sus compuestos timol y carvacrol (Perdones ef al.,

2016)

3.2. Metodologia

3.2.1. Obtencion del extracto etandlico de tomillo por el método de Soxhlet y

evaluacion de su actividad antifungica

El proceso de extraccion del aceite esencial de tomillo se realizé en el laboratorio de Quimica
de la Universidad de Boyacd. Cuarenta gramos de tomillo seco fue molido, empleando un
procesador de alimentos para que el material quedara lo mas finamente posible, luego se pasé
por un juego de tamices de varios didmetros hasta llegar a la malla con didmetro de 1 mm,
procedimiento realizado una vez, el macerado se introdujo en 4 dedales de celulosa con una

cantidad aproximada de 6 gr por cada uno; como disolvente se emplearon 150 mL de etanol
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grado absoluto (de la marca PanReac) por cada balon de destilacion, el montaje se llevo al
sistema de Soxhlet con 4 planchas de calentamiento a temperatura de 78 °C por 5 horas (Figura
6). A continuacidn, se llevaron 250 ml del compuesto obtenido por Soxhlet a un rota evaporador
con una temperatura inicial de 50 °C y una presion de 300 mbar, la temperatura se mantuvo
constante y la presion se redujo hasta 160 mbar, por un espacio de 4 horas hasta eliminar la
totalidad de etanol y obtener asi el aceite concentrado de tomillo, el procedimiento se realizo
una vez mas, para obtener mayor cantidad del extracto de tomillo, obteniendo un total de 8.09
gr, para su posterior uso en las pruebas inhibitorias (Figura 5).

Con la masa obtenida se realiz6 una dilucién 1/1 en Tween 20 al 0,1%, basado en método
empleado por Robalino &Calero, (2019) y se pasé luego por vortex para tratar de homogeneizar
la mezcla, este procedimiento empleado se basé en la técnica propuesta por Zhu y

Colaboradores (2020).

2

Se agregod a cada dedal
6 gramos de tomillo
seco y fino.

1

Molienda y tamizaje de
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3 5
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eliminar el solvente.
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preservacion. obtenido realizando 1
) extracto etandlico.
enfrentamientos con una
e | e Fusari

Figura 5. Técnica empleada para extraccion por Soxhlet. Fuente: autor, imagenes propias.
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Con el fin de determinar si el extracto etandlico de tomillo obtenido, presentaba actividad
antifngica, se realizd una prueba piloto de enfrentamiento, para esto en placas de Petri
conteniendo agar PDA (agar papa dextrosa) suplementado con 0,1g/L de cloranfenicol, se
realizaron repiques de cepas previamente identificadas y caracterizadas de F. cerealis, F.
graminearum, F. incarnatum, F. equiseti, F. culmorum, F. oxisporum, F. proliferatum y A.
alternata ubicando un segmento de Smm del indculo hacia un extremo de la caja y al otro
extremo se dibujo una linea en donde se aplicaron 100pL del extracto puro y en diluciones
seriadas 1:10 desde 107! hasta 10'°mL AE/mL (Concentraciones desde puro hasta 10 mL
AE/mL).Cada uno de los tratamientos se realizé por duplicado, las muestras fueron dejadas en

incubadora durante 7 dias, a 27+3°C.

3.3. Evaluacion de la Actividad Antifungica y Determinacion de la Concentracion

Minima Inhibitoria (CIM) de Aceites de Tomillo y Orégano Comerciales

Los métodos empleados fueron de difusion en agar, usados para determinar la sensibilidad y
susceptibilidad in vitro de bacterias y levaduras a los agentes antimicrobianos, constituyen una
metodologia sencilla, cuyos resultados son faciles de leer e interpretar y de factible
implementacion en los laboratorios de rutina en micologia, por lo cual seria conveniente contar
con herramientas como estas para estudiar la sensibilidad antifingica de hongos filamentosos
(Torres et al., 2006). A través de dicha técnica se puede estudiar la sensibilidad de los hongos
a determinados compuestos antifiingicos que se encuentran, bien a una concentracion fija o en
concentraciones diferentes, determinando cualitativamente si el hongo es sensible, resistente o
moderadamente sensible; o bien se puede conocer cuantitativamente utilizando una serie de
diluciones seriadas permiten determinar las CMI. Para hongos filamentosos los estandares son
mas dificiles de establecer, actualmente se usan como referencia los documentos CLSI M38-
A2 y su contraparte europea (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2008).
Actualmente se ha logrado establecer parametros para la utilizacion de técnicas de disco
difusion para la susceptibilidad antifingica, concretamente el documento CLSI M44- A2

(National Committee for Clinical Laboratory Standards. NCCLS., 2009).
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3.3.1. Evaluacion de la actividad antifiingica de aceites comerciales de tomillo y

orégano

Los aceites esenciales de tomillo y orégano se seleccionaron teniendo en cuenta que la
obtencion hubiera sido mediante la técnica de arrastre de vapor, teniendo en cuenta que el aceite
obtenido por el método de Soxhlet no present6 inhibicidon alguna. Para la determinacion de la
CMI de los aceites esenciales se modific la técnica de difusion en pozo en agar propuesta por
Chandrasekar y colaboradores (2015). Para el ensayo se utilizaron placas de Petri de 90 mm de
diametro, conteniendo 20 mL de agar PDA a cada pozo se le adicionaron 100uL del extracto
diluido en una suspension de DMSO (dimetilsulféxido) de los aceites puros de acuerdo con la
metodologia propuesta por (Soylu et al, 2010) modificada. Para esto se prepararon
concentraciones seriadas 10! mL AE/mL hasta 107! mL AE/mL y tanto éstas como el aceite
puro se probaron contra cepas F. cerealis, F. graminearum, F. incarnatum, F. equiseti, F.
culmorum, F. oxisporum, F. proliferatum y A. alternata, previamente identificadas por el grupo
de Investigacion Gestion Ambiental en el marco del proyecto: “Fortalecimiento del cultivo de
la quinua (Chenopodium quinoa) a partir del conocimiento de la diversidad genética, la sanidad
del cultivo e inocuidad de los agroalimentos derivados de la produccion, financiado por
Minciencias en Convocatorias Retos Pais 808 ”, (Tabla 6). Los indculos fueron dispuestos en el
centro de la placa con un pitillo de Smm de didmetro garantizando un tamafio homogéneo. Las
placas se incubaron durante 7 dias a 27+3°C o hasta el crecimiento absoluto del control (placa
contendiendo en los pozos tnicamente DMSO).

Se midid el diametro de las colonias y se determiné el porcentaje de inhibicion respecto a la
placa control como se describe (Figura 6). Los resultados fueron analizados teniendo en cuenta
que el desarrollo de una zona de inhibicion del crecimiento microbiano de cualquier tamafio
alrededor del pozo indica que el microorganismo es sensible a la concentracion del producto
analizado, su ausencia indica la resistencia al producto probado. La inhibicion del crecimiento

radial de hongos se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula:

Inhibicion (%) = Z22 x 100

Donde:

Dc = diametro de la colonia del control
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Dt = didmetro de los tratamientos

Tabla 6.

Identificacion y origen cepas del estudio™*

Codigo Origen Especie
ER9 Soraca / hoja F. oxysporum
SOR009M21 Soraca / suelo F. equiseti
MO06 Tunja / hoja F. graminearum
SO01M2 Soraca / suelo F. culmorum
ER1 F. proliferatum

Siachoque / suelo
ER3 Tunja / hoja F. incarnatum
TIH20 Tibasosa/ Hoja A. alternata

““Identificacion laboratorio de biologia molecular Universidad de Boyaca. Fuente: autor

20 mL de PDA por caja de

Se adicion6 100uL del extracto
del aceite en suspension de
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seriadas 101 mL AE/mL hasta
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Se colocaron en el centro de la Serealizd la
placa el indculo con un pitillo de 5 Las placas se incubaron medicion del
mm de diametro. @ > durante 7 dias a 27+3°C. E didmetro de las
colonias.

N

Determinacion de
porcentaje de
inhibicion.

Figura 6. Técnica de difusion en pozo empleada. Fuente: autor
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3.4. Resultados

3.4.1. Resultados de la evaluacion del extracto etandlico por Solxhlet.

Los resultados obtenidos del enfrentamiento con el extracto etandlico de tomillo obtenido
por método de Soxhlet no mostrd inhibicién en ninguna de las concentraciones, para las cepas
probadas (Figura 7); razén por la cual se decidié emplear aceites esenciales de tomillo y orégano

obtenidos por la técnica de arrastre de vapor de forma comercial.

Concentraciones de tomillo

10! mL AE/mL 102 mL AE/mL 103 mL AE/MI1 10* mL AE/mL

Técnica de enfrentamiento por estria en PDA. se aplicaron 100uL del extracto puro y en diluciones seriadas en
concentraciones mencionadas

Figura 7. Actividad antifingica de diferentes concentraciones tomillo extraido por Soxhlet.

Fuente: autor

3.4.2. Resultados concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales de tomillo

y orégano.

Los resultados obtenidos permitieron demostrar que ambos aceites esenciales puros
presentaron una inhibicion del 100%. El calculo de la CMI permitié determinar que la dosis
minima inhibitoria para el aceite de tomillo fue en la dilucién 102 mL AE/mL y para el aceite

de orégano 10 mL AE/mL para todas las cepas excepto para F. incarnatum cuya CMI fue de
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10" mL AE/mL con tomillo (Tabla 7, Anexo B). Para las concentraciones por encima de los

valores de 10 Ninguno de los aceites present6 actividad total o parcial (Anexo C)

Tabla 7.

Concentraciones inhibitorias de los aceites de tomillo y orégano

Especie CMI Tomillo CMI Orégano

F. cerealis 10’mL AE/mL 103 mL AE/mL
F. culmorum 10’mL AE/mL 103 mL AE/mL
F. oxysporum 10?mL AE/mL 107 mL AE/mL
F. incarnatum 10"'mL AE/mL 103 mL AE/mL
F. graminearum 10?mL AE/mL 10 mL AE/mL
F. equiseti 10"'mL AE/mL 103 mL AE/mL
A. alternata 10"'mL AE/mL 103 mL AE/mL

Fuente: autor

3.4.3. Analisis estadistico.

3.4.3.1. Tomillo. Para establecer las diferencias estadisticamente significativas se realizé una
prueba t- Student. Respecto a la inhibicidon presentada por el aceite esencial de tomillo (Figura
8 y Anexo D), se presentan los siguientes hallazgos con un nivel de significancia p < 0,05:

Las diluciones de 10" mL AE/mL no muestran diferencias significativas en su capacidad de
inhibicion en comparacion con el AE puro.

Las diluciones de 10~ ml AE/mL tienen una pérdida significativa de capacidad inhibitoria
de crecimiento con respecto al desempefio que muestra el AE puro frente a la mayoria de las
cepas, excepto F. equiseti. En el caso del tratamiento con esta cepa la capacidad de inhibicion
de 102 mL AE/mL no muestra diferencias significativas en su eficacia con respecto al AE puro.

El aceite pierde totalmente su capacidad inhibitoria luego de ser disuelto a concentraciones

menores a 10> mL AE/mL.
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Figura 8. Efecto inhibidor del crecimiento fungico del aceite esencial de Tomillo **
**Se grafica la inhibicion del crecimiento puesto que permite una mejor visibilizacion de los

datos y en muchos tratamientos la inhibicion corresponda. Fuente: autor

3.4.3.2. Orégano. Al realizar la prueba t- Student. respecto a la inhibicion presentada por el
aceite esencial de orégano (Figura 9, Anexo E), se presentan los siguientes hallazgos con un
nivel de significancia p < 0,05; la dilucion de 10 mL AE/mL no muestra diferencias
significativas en su capacidad de inhibicion en comparacion con el AE puro, en ninguno de los
Ccasos.

Las diluciones de 10 ml AE/mL tienen una perdida significativa de capacidad inhibitoria
de crecimiento con respecto al desempefio que muestra la dilucion 107 en todos los casos. Sin
embargo, el aceite diluido a 107 atn conserva capacidad significativa de inhibicion (con
respecto a las diluciones 10 frente a las cepas F. oxysporum, F. graminearum y A. alternata.

Se resalta que el aceite presenta un buen comportamiento de inhibicion dosis-respuesta frente
a la cepa A. alternata. Esto podria sugerir la presencia de algiin principio activo en el aceite al
que es mas susceptible esta cepa y, en menor medida, también lo son F. oxysporum y F.

graminearum.
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Figura 9. Efecto inhibidor del crecimiento fingico del aceite esencial de Orégano, Fuente:

autor

Teniendo en cuenta que los resultados demuestran que los dos aceites presentan diferencias
significativas siendo mas efectivo el aceite de orégano, se destaca que entre los estudios previos
en los que se incluyen aceites esenciales para el control de hongos, se reporta la inhibicion de
F. oxysporum f. sp. lycopersici por el aceite de Orégano (Barrera- Necha & Garcia Barrera,
2008; Wogiatzi et al., 2009); en otro estudio comparativo entre el aceite esencial de clavo y
orégano para control de F. oxysporum en plantas de tomate (Solanum lycopersicum). Estraday
colaboradores (2017) reportaron que el aceite esencial de orégano mostré los mayores valores
de inhibicion contra el patogeno al inicio de las pruebas y antes de un periodo de 8 dias (Bounar
et al., 2020), al emplear aceites tanto de O. vulgare como de T. vulgaris, evaluando en ellos la
actividad antifungica in vitro de Fusarium en el cultivo de la papa, empleando los aceites de
manera separada como de forma sinérgica, los autores encontraron una gran actividad potencial
con valores de concentracidon inhibitoria minima (CMI) de (0.078 - 0.156 pL / mL y 0.156 -
0.313 u L / mL), respectivamente. Igualmente, se halld que los aceites eran efectivos contra la
germinacion de esporas de todas las especies de Fusarium probadas. Los hallazgos indicaron
que ambos aceites esenciales, solos o en combinacion, poseen propiedades antioxidantes y

antifungicas.
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Estudios en fresa mostraron que estos aceites esenciales de orégano y tomillo evaluados a las
10 horas y 6 dias de periodo de incubacion inhibieron similarmente de forma moderada la
germinacion de conidios in vitro y el crecimiento micelial de F. oxysporum f. sp. Fragariae
(Park et al., 2017). Reportes de la actividad del aceite de tomillo en concentraciones de 100,
150, 200, 250, 300, 500 y 750uL / L, colocadas en discos en medio PDA, para control de F.
culmorum y F. pseudograminearum en trigo, mostraron el efecto alto contra esos dos patdgenos.
La germinacion y produccion de esporas también fueron fuertemente inhibidas por la accion del
aceite de tomillo (Mohammad-Hossein et al., 2020).

Por otra parte, el aceite de tomillo empleado como fumigante a una concentracion de 66,7
puL / L mostro un efecto inhibidor significativo sobre A. alternata aplicaindolo en tomates cherry
almacenados a 25 ° C durante 5 dias, usado en dilucion de 500 pL/L este mostrd un efecto de
inhibicion de contacto significativo en el hongo en tomates almacenados a 25 © C durante 3 dias
(Feng et al., 2011).

Stielkova y colaboradores (2021), emplearon el método de volatilizacion de disco
modificado. Los autores probaron tres concentraciones (250, 125 y 62,5 pulL/L) de aceites
esenciales de Tomillo, Orégano, limoncillo y clavo, las dosis que reportan inhibicion completa
del crecimiento de hongos (Aspergillus spp., Fusarium sp 1. spp., Penicillium ochrochloron).
Las dos concentraciones mas altas dieron como resultado una inhibicion del 100% en todos los
aislados, incluso 62,5 pL/L mostr6 un efecto antifingico significativo, se reportd
adicionalmente que la actividad antifingica prioriza al tomillo por encima del orégano para ese

estudio.

3.4.4. Analisis de la composicion de los aceites esenciales empleados.

El anélisis de la muestra fue procesado en los laboratorios de la Universidad Industrial de
Santander empleando el cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-MS).
La preparacion de las muestras se llevd a cabo por dilucion e inyeccion directa de los aceites
esenciales al cromatografo. La identificacion presuntiva de los compuestos registrados en las
muestras de aceites esenciales de tomillo y orégano se baso en sus espectros de masas (EI, 70

eV), se usaron las bases de datos de Adams, Wiley y NIST.
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Los resultados del informe se presentan a continuacion en la (Tabla 8), el reporte de la
composicion quimica de orégano (Tabla 9), reporte del contenido quimico del aceite esencial

de tomillo

Tabla 8.
Resultados del andlisis del aceite esencial de orégano por cromatografia acoplada por

espectrometria de masas

TR Identificacion del compuesto Cantidad relativa
Tiempo de retencion/minutos en % 1.5 mL de

aceite Orégano

15,8 a- Tujeno 0,2
16,2 a- Pineno 0,6
16,9 Canfeno 0,2
18,1 Oct-1-en-3-o0l 0,2
18,6 B- Mirceno 1,0
19,4 o- Felandreno 0,2
19,8 a-Terpineno 1,3
20,2 p-Cimeno 6,5
20,4 Limoneno 0,2
20,4 B-Felandreno 0,2
20,5 1,8-Cineol 0,2
21,6 v-Terpineno 4,1
22,1 cis-Hidrato de sabineno 0,3
22,7 Terpinoleno 0,2
23,2 Linalol 5,4
23,4 trans-Hidrato de sabineno 0,2
26,3 endo-Borneol 1,2
26,6 Terpinen-4-ol 1,1
27,2 a-Terpineol 0,2
28,6 Carvacril metil éter 0,3
29,2 Carvona 0,2
30,4 Timol 3,7
31,0 Carvacrol 66,7

314 2-Metil-5-(propan-2-ilideno) 0,4
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33,2 Acetato de carvacrilo 0,2
35,6 trans-B-Cariofileno 1,6
38,4 B-Bisaboleno 2,4
40,9 Oxido de cariofileno 0,3
42,5 epi-a-Cadinol 0,3
49,0 N.L 0,4

Fuente: autor, datos obtenidos del Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de masas universidad industrial

de Santander

Tabla 9.
Resultados del andlisis del aceite esencial de tomillo por cromatografia acoplada por

espectrometria de masas

TR Identificacion del compuesto Cantidad relativa en
Tiempo de retencion/minutos % 1.5 mL de aceite
Tomillo
16,2 a- Pineno 3
16,9 Canfeno 0,4
18,8 trans-p-Mentano 0,2
18,6 B-Mirceno 1,2
19,5 A3-Careno 0,1
19,7 1,4-Cineol 0,3
19,8 a-Terpineno 0,9
19,9 m-Cimeno 0,4
20,2 p-Cimeno 29,9
20,4 Limoneno 0,6
20,5 1,8-Cineol 1,2
21,6 v-Terpineno 3,5
22,1 cis-Oxido de linalol 0,2
22,7 trans-Oxido de linalol 0,2
23,2 Linalol 6,4
24,4 CioH130 0,1
25,9 Isoborneol 0,4
26,2 endo-Borneol 2,1

27,2 a-Terpineol 0,9
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304 Timol 37,9
30,6 Acetato de bornilo 0,7
30,7 Acetato de isobornilo 0.4
30,8 Carvacrol 6,5
35,6 trans-B-Cariofileno 1,0
40,9 Oxido de cariofileno 0,6
54,4 N.L 0,3

*NI no identificado
Fuente: autor, datos obtenidos del Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de masas universidad industrial

de Santander

En cuanto al reporte de estos andlisis se evidencia que el contenido de carvacrol es mayor en
el aceite esencial de orégano representando el 66% comparado con el reporte del aceite esencial
de tomillo que contiene para la muestra analizada 6,5%. el cual es eficaz para las bacterias hasta
tal punto que evita la proliferacion de las mismas. El timol en ambas muestras también varia de
acuerdo al aceite encontrdndose en mayor proporcion en el tomillo, ademés en el reporte se
encontr6 otro grupo de compuestos entre los cuales esta el terpineno en sus formas (y, a), el
linalol, el borneol y el pineno.

Sarkhosh y colaboradores (2018) reportaron que el aceite esencial extraido del tomillo fue
principalmente compuesto de timol (73,3%) seguido de mucho menor cantidades de carvacrol
(6,6%), p-cimeno (5,8%) y y-terpineno (4,6%), indicaron ademas las propiedades, antisépticas
y antioxidantes que aporta el aceite esencial. El presente estudio a diferencia del reportado por
Sarkhosh (2018), tiene valores menores de timol, sin embargo, los valores de carvacrol son

similares en ambos reportes por espectroscopia de masas (Sarkhosh et al., 2018).

3.5. Evaluacion de la Efectividad de Fungicidas Quimicos para el Control de

Fusarium spp. y Alternaria sp.

3.5.1. Metodologia

Con el objeto de evaluar la respuesta de las cepas de estudio contra fungicidas

tradicionalmente empleados para el control de Fusarium en cereales, se probaron 8 compuestos
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comerciales de los cuales se describe su mecanismo de accion (Tabla 10), los siguientes
corresponden a los fungicidas quimicos para control de Fusarium que fueron seleccionados para

esta investigacion.

Tabla 10.

Fungicidas quimicos empleados y mecanismos de accion

Fungicida y mecanismo de accion Estructura y
composicion quimica

Validacin®3% SL Validacina

Validacina es el principio activo con fundamento antibiotico y

fungicida, aminoglucdsido conocido por inhibir las trehalasas en 3':1@“0"'

plantas, insectos y hongos, asi como mejorar la acumulacion de

trehalosa en plantas transgénicas. Es eficaz contra Pellicularia

. . . . . - OH HO
sasakii y Rhizoctonia solani en las plantas, pero s6lo disminuye

su virulencia en lugar de exhibir un efecto fungicida. Ademas, se
utiliza para controlar la enfermedad de la peste de la vaina en el
arroz y es mas eficaz contra los patégenos transmitidos por el

suelo (Lifian, 2021).

Aguila® Ditiocarbamato
Ditiocarbamato con actividad fungicida por contacto, se

caracteriza por su accion preventiva y persistencia. Su

mecanismo de accidn no es todavia conocido, aunque parece ser Y

que inhibe las enzimas sulthidrilicas e impide la respiracion. NH2
Pertenece al grupo de los inhibidores multisitio. Fungicida

organico del grupo EBDC’s (ditiocarbamatos) con amplio

espectro de accidon para el manejo preventivo de diferentes

enfermedades (Lifian, 2021).
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Vitavax®

Fungicida preventivo y curativo de acciéon sistémica
perteneciente al grupo de las oxathiin- carboxamides. Inhibe la
respiracion mitocondrial del hongo bloqueando el transporte de
electrones en la cadena de la respiracion a nivel del succinato.
Reacciona con las enzimas sulfhidricas con produccion de
tiofosgeno, sustancia toxica para las células fungicas, e interfiere
el proceso de respiracion celular en los hongos por lo que inhibe
la germinacién de las esporas y dificulta el crecimiento y
desarrollo micelar, se transloca a los tejidos tanto en semillas
como al suelo o foliar, se emplea tanto en tratamiento de semillas

y adicionalmente, como fungicida protectante, (Monzdn, 2003).

Carboxin

-0

Carbendazim ®

compuesto activo metilbenzimidazol-2-il carbamato con
actividad fungicida preventiva y curativa sobre enfermedades
producidas por hongos endopardsitos y ectopardsitos. Es
absorbido por las raices y por los tejidos verdes y traslocado en
sentido acrépeto. Actia interfiriendo la biosintesis del DNA
durante la mitosis y el mecanismo de transmision del mensaje
genético del DNA. Entre los hongos que controla se encuentra
Fusarium sp., Glomerella glycines, F. solani, (Linan, 2021;

Monzon, 2003).

Carbendazim

Agrodyne®

Solucién liquida a base de yodo actia como fungicida y
bactericida que puede aplicarse al suelo o al follaje para el
control de hongos y bacterias fitopatogenas. El fungicida
Agrodyne por su gran solubilidad actia de forma sistémica,
llegando a todos los o6rganos de la planta, para destruir por 6xido
reduccion las paredes celulares de los microorganismos con los
que hace contacto, su accion es curativa y erradicante (Lifan,

2021).

2-methyloxirane
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Sanaraiz ®

Producto elaborado con sales de amonio cuaternario, han sido
ampliamente usados como desinfectantes de uso general debido
a sus propiedades bactericidas, fungicidas y antivirales, su
accion fungicida depende del grado de dilucidon sin embargo es
considerado un desinfectante de baja actividad, entre los hongos
que ha mostrado efectividad se encuentran levaduras y mohos.
Estos compuestos también son emplean como desinfectantes de

superficie (Cuauhtémoc, 2018).

Amonio cuaternario

M+
o~ N

Score® 250 EC

Es un fungicida sist¢émico, recomendado para el control de
Venturia, Oidio y otras enfermedades en pomaceas (manzana,
pera, membrillo), Oidio y accion complementaria en Botrytis en
vides y berries (ardndano, frutilla, frambuesa, mora), Oidio y
Tizén temprano en papa y Tizén temprano, Alternariosis, Oidios

(Gaviria-Hernandez et al., 2013)

N

A

Loo

~F

Fuente: recopilacion hecha por el autor, elaboracion de moléculas

http://biomodel.uah.es/en/DIY/JSME/draw.es.htm

empleando la herramienta:

Para el desarrollo del ensayo se prob6 la concentracion recomendada por la casa comercial,

50% mas diluidas y 50% mas concentradas (Tabla 11), esperando reconocer si la susceptibilidad

o resistencia de las cepas a dichos principios activos tiene alguna correlaciéon con la

concentracion del compuesto. Como control se agregd agua puesto que todos los compuestos

probados se disuelven en esta. Cada tratamiento se realizd con cuatro repeticiones para la

obtencion del promedio y calculo del porcentaje de inhibicidon, manteniendo la similitud con el

ensayo realizado con los aceites, pero reemplazando el DMSO por agua como control (Figura

10)


http://biomodel.uah.es/en/DIY/JSME/draw.es.htm
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Cajas de Petri medio
PDA suplementado con
cloranfenicol.

Prueba dosis minima inhibitoria de los
>| aceites de tomillo y orégano vs fungicidas
comerciales, como controles H,O y DMSO.

Incubacion y lectura.

Figura 10. Ensayo comparacion de las dosis minimas inhibitorias Fuente: autor

Tabla 11.

Tratamientos fungicidas comerciales probados con concentraciones empleadas

Tratamientos Principio activo Concentracion
T1 Validacin Validacina [17*1,5g/L [2] 3,0g/L y [3] 4,5g/L
T2 Aguila Metiram (70%) [1] 1,87 g/L [2] 3,50 g/L [3] 5,62 g/L
T3 Vitavax Carboxin + captan, difenoconazol [1]11.5g/L[2]3g/L[3]4.5¢g/L
T4 Carbendazim Metil-2-benzimidazol carbamato [1]0,2 g/L [2] 0,4 g/L [3] 0,625 g/L
TS5 Agrodyne Yodo polaxamer [1]0,66 g/L [2] 1,32 g/L [3] 1,98 g/L
T6 Caldo bordelés  sulfato de cobre y cal hidratada [1] 1g/L [2] 2g/L [3] 3g/L
T7 Sanaraiz Cloruro de benzalconio amonio [1]0,2g/L [2]0,4 g/L [2]0,6g/L

cuaternario

T8 Score 250 g/1 (23,58 % p/p) Difenoconazol [1]0,5g/L[2]1 g/L[2]1,5¢g/L

*[1] concentracion diluida al 50% [2] concentracion recomendada por el fabricante [3] concentracion concentrada

al 150%- Fuente: autor

Para el analisis estadistico se realizo la prueba de t- Student, la cual se utiliz6 para determinar
si hay una diferencia significativa entre las medias de dos grupos debido a la distribucién normal
de las variables, teniendo en cuenta que el valor p calculado es menor al limite elegido por

significancia estadistica para rechazar la hipotesis nula en favor de la hipotesis alternativa.
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1.4.2. Resultados y Analisis Estadistico

De los fungicidas probados solamente Score y Carbendazim presentaron actividad contra las
cepas de estudio, el crecimiento de los aislamientos frente a los otros fungicidas y en las 3
concentraciones probadas presentaron el mismo comportamiento que el control, por lo que se
deduce que los fungicidas de las cepas a Aguila, Bordelés, Sanaraiz, Vitavax, Validacin y

Agrodyne no tienen un efecto dosis respuesta en los limites empleados (Figura 11 y Figura 13).

Resultados de los porcentajes de inhibicion de los fungicidas quimicos y

controles
90%
80% | Vitavax
70% B Carbendazim
w 60% Agrodyne
<
g 50% B Score
(XN
% 40% W Aguila
Q.
30% M Bordelés
20% Validacin
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10% I I Sanaraiz
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Figura 11. Porcentajes de inhibicion de los fungicidas quimicos en 7 cepas de fitopatdgenos.

Fuente: autor

De manera general el Carbendazim presentd una mayor efectividad en los tres tratamientos,
observandose un incremento directamente proporcional a la dosis probada, las cepas mas
susceptibles correspondieron a F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum y F, graminearum, se
evidencio que la inhibicidn de F. incarnatum depende directamente de la dosis. Con Score, F.
culmorum y A. alternata no presentaron susceptibilidad alguna, la cepa mas sensible fue F.
oxysporum, por lo que se evidencia que diversas especies del complejo Fusarium responden de

manera diferencial a los tratamientos, en F. graminearum el porcentaje de inhibicion fue bajo,
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inclusive en la dosis mas alta (Figura 13), lo cual representa una problematica importante debido

a la importancia de este hongo en cereales y pseudocereales (Figura 12 y Anexo F).

% de inhibicion en fungicidas que presentaron efectividad

90
80
70

6 | |‘ | I‘ ‘l

5
Carbendazim C1 Score C1 Carbendazim C2 Carbendazim C3 Score C3

D
o O O

3
2
1

o O O

W F. cerealis B F. equiseti B F. oxysporum F. culmorum

B F. graminearum M F. incarnatum M A. alternata

Figura 12. Porcentaje de inhibicion comparativo® Fuente: autor
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Cepa Validacin Sanaraiz Agmila Agrodyne Bordelez CBL Vitavax

F.
-
Equiseti

Crecimiento de F. cerealis, F. graminearum, F. incarnatum, F. equiseti, F. culmorum, F. Oxisporum, Alternaria alternata en placas con media PDA, para los
fungicidas quimicos Vitavax, Carbendazim, Agrodyne, Score, Aguila, Bordelés, Validacin, Sanaraiz, DMSO, H,O

Figura 13. Micrografias de los resultados de los tratamientos quimicos vs orgdnicos. Fuente: autor
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Para establecer las diferencias significativas se realizé un test de t-Student. Arrojando los
siguientes resultados. Es importante mencionar que las graficas fueron realizadas sobre el
porcentaje de crecimiento, puesto que la mayoria de los compuestos no tuvo ninguna inhibicion,
lo cual no permite una buena apreciacion.

Las siguientes figuras de la (14 a la 20) se muestran las graficas que representan el efecto de

cada uno de los tratamientos sobre las cepas evaluadas y su respectivo analisis.

1.4.2.1. F. cerealis. Se encuentra diferencia significativa (p < 0,05) de inhibicion de
crecimiento de F. cerealis bajo tratamiento con Carbendazim en comparacién con los controles
de H.O y DMSO (Figura 14); sin embargo, no se halla diferencias entre los tratamientos de
diferentes concentraciones.

T de Student para hallar diferencias entre los tratamientos al 50% de concentracion y el
control de H>O. Se hallan diferencias significativas.

T de Student para hallar diferencias entre los tratamientos al 50% de concentracion y 100%
de concentracion. No hay diferencias significativas.

T de Student para hallar diferencias entre los tratamientos al 50% de concentracion y 150%

de concentracion. No hay diferencias significativas (Anexo G)

100

Control H,0

ControlDMSO
50 50 % de concentracion recomendada

100% de concentracién recomendada

DENDD

150% de concentraciéon recomendada

Figura 14. Efecto de fungicidas sobre F. cerealis. Fuente: autor

1.4.2.2. F. equiseti. Se encuentra diferencia significativa (p < 0,05) de inhibicion de

crecimiento de F. equiseti bajo tratamiento con Carbendazim y Score en comparacion con los
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controles de H>O y DMSO. Sin embargo, no se halla diferencias entre los tratamientos de
mayores concentraciones. Cabe resaltar que Score a concentracion recomendada y mayores
concentraciones pierde efectividad en la inhibicidon de crecimiento de esta cepa con respecto a
la dilucion del 50%. Los hallazgos estadisticos indican lo siguiente:

Se hallan diferencias significativas entre los tratamientos al 50% de concentracion y el
control de H2O.

Se hallan diferencias entre los tratamientos al 50% y al 100% de concentracion de
Carbendazim y Score.

En la prueba para hallar diferencias entre los tratamientos al 50% de concentracion y 150%
de concentracion. Solo se halla diferencia significativa entre los tratamientos de 50% y 150%

de concentracion de Score (Figura 15, Anexo H)

100

%

Control H,0

ControlDMSO

50 50 % de concentracion recomendada

100% de concentracién recomendada

DENDD

150% de concentracién recomendada

Figura 15. Efecto de fungicidas sobre F. equiseti. Fuente: autor

1.4.2.3. F. Oxisporum. Se encuentra diferencia significativa (p < 0,05) de inhibicion de
crecimiento de F. equiseti bajo tratamiento con Carbendazim y Score en comparacion con los
controles de HO y DMSO. Sin embargo, no se halla diferencias entre los tratamientos de

mayores concentraciones. Cabe resaltar que Score a concentraciéon recomendada y mayores
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concentraciones pierde efectividad en la inhibicién de crecimiento de esta cepa con respecto a
la dilucion del 50%. (Figura 16, Anexo I). Los hallazgos estadisticos indican lo siguiente:

Se hallan diferencias significativas entre los tratamientos al 50% de concentracion y el
control de H>O

Se hallan diferencias entre los tratamientos al 50% y al 100% de concentracién de ambos
fungicidas.

Solo se halla diferencia significativa entre los tratamientos de 50% y 150% de

concentracion de Score, pero no en estas concentraciones para Carbendazim.

100

%

Control H,0

ControlDMSO

50 50 % de concentracion recomendada

100% de concentraciéon recomendada

DENDD

150% de concentracion recomendada

Figura 16. Efecto de fungicidas sobre F. oxisporum. Fuente: autor

1.4.2.4. F. graminearum. Se encuentra diferencia significativa (p < 0,05) de inhibicion de
crecimiento de F. graminarum bajo tratamiento con Carbendazim y Score en comparacion con
los controles de H>O y DMSO. Sin embargo, no se halla diferencias entre los tratamientos de
mayores concentraciones (Figura 17, Anexo J). Los hallazgos estadisticos indican lo siguiente:

Se hallan diferencias significativas con el tratamiento con Carbendazim y Score. entre los
tratamientos al 50% de concentracion y el control de H.O

Se hallan diferencias entre los tratamientos al 50% y al 100% de concentracion de Score y
Carbendazim.

Se halla diferencia significativa entre los tratamientos de 50% y 150% de concentracion de

Score y Carbendazim, asi mismo 100% y 150% también muestran diferencias significativas.
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1007

%

Control H,O
ControlDMSO
50 50 % de concentracion recomendada

100% de concentracion recomendada

INN RN

150% de concentracion recomendada

Figura 17. Efecto de fungicidas sobre F. graminearum. Fuente: autor

1.4.2.5. F. incarnatum. Se encuentra diferencia significativa (p < 0,05) de inhibicién de

crecimiento de F. incarnatum bajo tratamiento con Carbendazim y Score en comparacioén con
los controles de HO y DMSO. Ademads, se hallan diferencias significativas entre los
tratamientos de diferentes concentraciones. Por tanto, ambos fungicidas muestras mayor
efectividad en la inhibicion de esta cepa y una eficaz actividad dosis-respuesta comparado con
su desempeno en otras cepas (Figura 18). Los hallazgos estadisticos indican lo siguiente:

Se hallan diferencias significativas con el tratamiento con Carbendazim, entre los
tratamientos al 50% de concentracion y el control de H>O.

Se hallan diferencias entre los tratamientos al 50% y al 100% de concentracion de ambos
Carbendazim y Score (Anexo K).

T de Student para hallar diferencias entre los tratamientos al 50% de concentracion y
150% de concentracion. Se halla diferencia significativa entre los tratamientos de 50% y 150%
de concentracion de ambos fungicidas (100% y 150% también muestran diferencias

significativas).
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100

%

Control H,0

Control DMSO

50 50 % de concentracion recomendada

100% de concentraciéon recomendada

InN R

150% de concentracion recomendada

Figura 18. Efecto de fungicidas sobre F. incarnatum. Fuente: autor

1.4.2.6. F. culmorum. Se encuentra diferencia significativa (p < 0,05) de inhibicion de

crecimiento de F. culmorum bajo tratamiento con Carbendazim en comparaciéon con los
controles de HoO y DMSO. Sin embargo, no se halla diferencias entre los tratamientos de
mayores concentraciones (Figura 19). Los hallazgos estadisticos indican lo siguiente:

Se hallan diferencias significativas con el tratamiento con Carbendazim entre los
tratamientos al 50% de concentracion y el control de H>O.

Se hallan diferencias entre los tratamientos al 50% y al 100% de concentracion de
Carbendazim

Se halla diferencia significativa entre los tratamientos de 50% y 150% de concentracion

de Carbendazim (100% y 150% no muestran diferencias significativas) (Anexo L).
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100

%

Control H,0

ControlDMSO
50

50 % de concentracién recomendada

100% de concentracion recomendada

InN R

150% de concentracion recomendada

Figura 19. Efecto de fungicidas sobre F. culmorum. Fuente: autor

1.4.2.7. A. alternata. Se encuentra diferencia significativa (p < 0,05) de inhibicion de
crecimiento de A. alternata. bajo tratamiento con Carbendazim en comparacion con los
controles de HO y DMSO. Sin embargo, no se halla diferencias entre los tratamientos de
diferentes concentraciones (Figura 20, Anexo M). Los hallazgos estadisticos indican lo
siguiente:

Se hallan diferencias significativas entre los tratamientos al 50% de concentracion y el

control de H,O.

No hay diferencias significativas entre los tratamientos de Carbendazim y Score al 50% y

100% de concentracion.

No hay diferencias significativas entre los tratamientos al 50% de concentracion y 150% de

concentracion.
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100

%

Control H,0

Control DM SO
50 50 % de concentracion recomendada

100% de concentracién recomendada

DENDO

150% de concentracién recomendada

Figura 20. Efecto de fungicidas sobre A. alternata. Fuente: autor

3.6. Discusion

Hallazgos previos han descrito la resistencia de algunos hongos a los fungicidas y esto es un
problema grave en la agricultura, (Ghosal ef al., 2020) probo cuatro aislamientos de Fusarium
oxysporum de cuatro plantas de cultivo marchitas (tomate, papa, guisante y guisante)
demostrando la sensibilidad basados en el crecimiento radial. Los aislados también mostraron
un efecto inhibidor pleiotropico sobre el crecimiento del micelio a carbendazim (1 mg/L). Por
lo tanto, en condiciones de baja temperatura y estrés por metales pesados, el carbendazim podria
usarse con prudencia para el control del patégeno (Ghosal ef al., 2020).

Yang y colaboradores (2019) encontraron que los patégenos podrian desarrollar resistencia
cruzada a fungicidas con diferentes modos de accién reportado en sus resultados de
investigacion por medio de correlaciones positivas entre las tolerancias de mancozeb y
difenoconazol a Alternaria alternata. También reportaron una asociacion positiva entre la
tolerancia a mancozeb y la agresividad de A. alternata, y la desintoxicacion que limitan la
acumulacion intercelular de sustancias quimicas naturales/sintéticas en patogenos podrian
explicar la resistencia cruzada y la asociacion positiva entre la agresividad del patdgeno y la

tolerancia a mancozeb (Yang et al., 2019)
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3.7. Recomendaciones

Se recomienda establecer la CMI en concentraciones que estén el rango comprendido entre
la dilucion 102 y 107 utilizando el método de microdilucion, asi mismo evaluar un posible
efecto sinérgico con el fin de determinar si se logra una mayor inhibiciéon o no hay efectos
teniendo en cuenta que los compuestos timol y carvacrol son comunes a estos dos aceites.

Se recomienda evaluar el efecto de los fungicidas en otras cepas fingicas asiladas a partir
del cultivo que sean de interés fitopatoldgico, teniendo en cuenta que se observa una resistencia
de las mismas a la mayoria de los compuestos probados.

Se recomienda evaluar el método de extraccion de los extractos crudos, asi como su dilucion,

que permita establecer un protocolo en el que se obtengan los compuestos activos.
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4. Evaluacion del Uso de Aceites Comerciales de Tomillo y Orégano en el

Tratamiento y Desinfeccion de Semillas.

4.1. Introduccion

Como se menciond previamente, la quinua considerada un cultivo rastico, es resistente a
factores medioambientales desfavorables (Calle et al., 2010), las etapas tan vulnerables como
la germinacion pueden ser afectadas tanto por factores bidticos como abidticos. (Gabriel ef al.,
2013), la alta variabilidad genética, la introduccion de variedades a nuevas regiones y las
interacciones con las condiciones del entorno generan impacto negativo en la disminucion del
rendimiento, calidad para la industria y/o viabilidad de la semilla cosechada, que se traduce en
pérdidas econdémicas parciales o totales (Kermode, 2005).

La disminucion de la calidad de las semillas ocurre a un tiempo y tasa de deterioro
determinado entre otras cosas por las condiciones y el tiempo en las que se almacena, esta
calidad se refiere a un conjunto de cualidades que se dividen en primarias y secundarias; las
primeras representan componentes de viabilidad y germinacion, y las segundas incluyen peso,

humedad, tamafio, forma, entre otros (Gallo ef al., 2008).

4.2. Metodologia

Inicialmente se planteo6 la aplicacion de los tratamientos para la desinfeccion del suelo en
condiciones controladas. El suelo seleccionado para el ensayo fue una mezcla de cascarilla de
arroz y tierra negra (1:1), al cual se le realiz6 doble esterilizacion en autoclave a 121°C, 1 atm
de presion por 45 minutos, posteriormente, el suelo se coloco en bandejas de germinacion con
los indculos de F. cerealis, F. graminearum, F. incarnatum, F. equiseti, F. culmorum y F.
oxisporum, presentes en una suspension de esporas a una concentracion de 10° conidias/mL
modificando los protocolos propuestos por Cafiedo & Ames, (2004) y Bi y colaboradores,
(2012), se colocaron 200uL del inoculo por cada pocillo tres dias antes de la siembra de las
plantulas, cada tratamiento se realiz6 por triplicado. En cada uno de los pozos de siembra se
adiciono ImL de las concentraciones 10!, 102 y 10 mL AE/mL, de los aceites de Tomillo y

Orégano y de las diluciones Carbendazim, agua y DMSO, como control, luego se realizo la
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siembra de 5 semillas en cada pozo de la bandeja. En un segundo ensayo, se esperd la
germinacion y la aparicion de los dos primordios foliares antes de la aplicacion de los
tratamientos mencionados.

Los resultados de los ensayos anteriormente mencionados arrojaron que la aplicacion de los
aceites en el momento de la siembra limit6 la germinacidn de las semillas y que la aplicacion
de los aceites sobre las plantulas resulta toxica impidiendo su crecimiento (Figura 21)

Razén por la cual se determino realizar un ensayo que permitiera establecer la viabilidad en
la aplicacion de los tratamientos sobre la semilla y evaluar su toxicidad de manera indirecta

sobre el proceso de germinacion.

Carbendazim Orégano 104 AE mL/mL Tomillo 102 mL/mL

A
N/ 2 ‘ % o

Figur 21. Toxicidad d

los tratamientos sobre las plantulas de quinua a los 7 dias de

germinacion. Fuente: autor

Se realiz6 la evaluacion de la viabilidad de las semillas y su habilidad de crecimiento en
medio PDA, primero se desinfectaron las semillas con hipoclorito de sodio al 5% y etanol al
70%, los lavados se realizan por 5 minutos cada uno y entre lavado se enjuago con agua
destilada estéril, las semillas fueron dispuestas en agar PDA, medio en el cual germinaron en
un lapso de 24 a 72 horas, (Figura 12). Para la aplicacion de los tratamientos en semilla se
modifico el protocolo propuesto por Karaca y colaboradores (2017), los ensayos se realizaron
sobre semillas no desinfectadas teniendo en cuenta que se busca establecer un protocolo
aplicado en campo (la desinfeccion con hipoclorito de las semillas en campo no se realiza por
el alto volumen que se utiliza de las mismas); para esto fueron expuestas 200 semillas por cada
tratamiento los cuales consistieron en aceites esenciales puros y diluciones seriadas de los

mismos desde 10" mL AE/mL hasta 10* mL AE/mL Para preparar la concentracion de 10!
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mL AE/mL fue diluida en DMSO vy las demés en agua destilada estéril, las cuales fueron
mezcladas vigorosamente en vortex previo a la aplicacion de los tratamientos. Como controles
se emplearon dos fungicidas quimicos Carbendazim (metil-2-benzimidazol carbamato) a una
concentracion de 500g/L y Vitavax a una concentracion de 3 mg/mL, como controles negativos
se emplearon agua y una solucion de agua y DMSO correspondiente a la concentracién 102 mL
AE/mL sin aceite esencial.

Las semillas fueron sumergidas en las soluciones durante 1 hora y posteriormente sin realizar
ningun enjuague, con el objeto de evaluar el porcentaje de semillas desinfectadas, se sembraron
en cajas de agar PDA suplementado con cloranfenicol, distribuyendo aproximadamente 50
semillas por caja, la incubacién fue realizada a temperatura ambiente en oscuridad. Se realizd
tanto el conteo de colonias como la evaluacion de indices de germinacion de acuerdo con
Romero y colaboradores (2018), sin embargo, se determind que, aunque la semilla germinara
no necesariamente prosperaba por lo que se incluyeron las mediciones de porcentaje de semilla
con epicotilo naciente, porcentaje de semilla con primordios foliares, porcentaje semilla
hipocétilo desarrollado, longitud promedio del hipocoétilo en mm, realizando lecturas a las 48 y
96 horas post tratamiento. Para determinar la accion antifingica de los tratamientos se

determino el porcentaje de semillas con incidencia del hongo para cada tratamiento (Figura 23).

Tratamientos en semilla de las diluciones de los aceites de
tomillo y orégano en diluciones seriadas 10-! a 10 de los
aceites esenciales, Vitavax controles con Carbendazim,
DMSO y H,O*.

Siembra en cajas de Petri en medio PDA suplementado
con cloranfenicol.

Lectura 48 horas y segunda lectura 96 horas.

Determinacién de incidencia del hongo por cada uno de
los tratamientos y los controles.

Figura 22. Siembra de semillas y determinacion de incidencia de hongo e indices fisiologicos.

Fuente: autor
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4.3. Resultados

Los resultados obtenidos demostraron una inhibiciéon del 100% de crecimiento fungico
empleando los aceites puros y las diluciones 10! mL AE/mL y 10 mL AE/mL resultados que
parecieran promisorios, sin embargo, dichos tratamientos tuvieron una alta toxicidad
impidiendo la germinacion de las plantulas (Figura 23). Para los tratamientos de tomillo y
orégano en las diluciones 10 y 10 hubo una inhibicién del crecimiento fiingico inclusive
mejor que los tratamientos comerciales (Carbendazim y Vitavax) sin inhibir el crecimiento de

las plantulas, por lo que se considera que los tratamientos pueden ser efectivos en el tratamiento

de semillas previo a la siembra.

69

Aceites esenciales en semilla lectura final 98 horas

Orégano 10! mL AE/mL

Orégano 102 mL AE/mL

Orégano 10 mL AE/mL

Orégano 10* mL AE/mL

Tomillo 10 mL AE/mL

Tratamientos quimicos y control

Figura 23. Prueba en sem

autor, imagenes propias.

Vitavax

DMSO

illa Concentraciones seleccionadas organicos y quimicos.

Fuente:
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4.3.1. Analisis estadistico.

Los datos obtenidos a las 48 horas se les realiz6 analisis de varianza y prueba de Tukey. En
el analisis de epicotilos nacientes se determiné que las concentraciones 10~ y 10* mL AE/mL
de aceite esencial de tomillo son favorable en la formacion de epicotilos nacientes en
comparacion con las concentraciones 10! y 102 mL AE/mL. Ademas, se determind que las
concentraciones de 10! y 102 mL AE/mL de tomillo y orégano afectan al crecimiento de la
planta, como se observa en la fila azul de la (Figura 24 y Anexo N).

El analisis estadistico arrojo que no hay diferencias significativas entre los compuestos y las

diluciones usadas y el desarrollo del primordio foliar y el desarrollo del hipocétilo (Figura 25)

DMSO
H>0
Carbendazim
Vitavax
Tomillo 10t mL AE/mL
Tomillo 102 mL AE/mL
Tomillo 103 mL AE/mL
Tomillo 10* mL AE/mL
Orégano 10* mL AE/mL
Orégano 102 mL AE/mL
Orégano 1073 mL AE/mL
Orégano 10 mL AE/mL

Figura 24. Indices fisiologicos con tratamientos de desinfeccion previa en aceites de tomillo y

orégano (48 horas). Fuente: autor
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=
o—

DMSO
H2GC
Carbendazim
Vitavax

Tomiflo 10 mL AE/mL
Tomillo 10?2 mL AE/mL
Tomillo 10° mL AE/mL
Tomillo 10 mL AE/mlL
Orégano 10* mL AE/mlL
Orégano 102 mL AE/mlL
Orégano 10° mL AE/mL
Orégano 10* mL AE/mlL

Figura 25. Porcentaje de germinacion en semilla con tratamientos de desinfeccion previa con

aceites esenciales de tomillo y orégano (48 horas). Fuente: autor

Hallazgo (ANOVA): No se evidencia ningin efecto significativo sobre el crecimiento de la

planta al 4 dia de tratamiento (Figura 26, Anexo O)
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Carbendazim

Tomillo 10 mL AE/mL
Tomillo 10?2 mL AE/mL
Tomillo 10 mL AE/mL
Tomillo 10* mL AE/mL
Orégano 10 mL AE/mL
Orégano 102 mL AE/mL
Orégano 10° mL AE/mL
Orégano 10 mL AE/mL

Figura 26. Porcentaje de germinacion en semilla con tratamientos de desinfeccion previa con

aceites esenciales de tomillo y orégano (96 horas). Fuente: autor

Con respecto al comparativo en relacion al tiempo de 48 y 96 horas entre el aceite
esencial de tomillo y orégano en concentraciones de 107! y 10?2 mL AE/mL tienen efecto
negativo significativo en el crecimiento de la planta (Figura 27), y su respetivo ANOVA (Anexo

P, Anexo Q y Anexo R)
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Carbendazim

Tomillo 10 mL AE/mL
Tomillo 10? mL AE/mL
Tomillo 10 mL AE/mL
Tomillo 10* mL AE/mL
Orégano 10 mL AE/mL
Orégano 102 mL AE/mL
Orégano 10° mL AE/mL
Orégano 10 mL AE/mL

Figura 27. Indices fisioldgicos para tratamiento en desinfeccion en semilla con aceites de

tomillo y orégano (48 y 96horas). Fuente: autor

4.4. Discusion

Son muy pocos los estudios que indiquen algun efecto toxico de aceites esenciales para el
control de hongos que afecten el desarrollo de las semillas. Un reporte en semilla de trigo
(Triticum aestivum ) tratada en diluciones de aceites esenciales de clavo, menta y orégano
durante una hora en concentraciones (0.05 - 10%) para mirar su efecto sobre de Fusarium, y
luego de un periodo de incubacién de 7 dias, se encontré las dosis mas altas de aceites de clavo,
menta y orégano inhibieron totalmente el crecimiento de hongos en semillas de trigo, pero
también inhibieron la germinacion de semillas, las menores dosis no lograron inhibir los hongos
en las semillas. Como resultado, se encontrd que los aceites esenciales de plantas podrian ser
utilizado contra la enfermedad del tizon del trigo como alternativa a los fungicidas (Karaca et
al.,2017). De acuerdo con estudios realizados en tomate de arbol (S. betacea.), publicado por

Alzate (2009), 10s resultados obtenidos en las evaluaciones de fitotoxicidad se pueden afirmar
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que ninguno de los tratamientos afecta el desarrollo foliar de las plantas de tomate de arbol. Los
riesgos de fitotoxicidad inherentes a su aplicacion bajo las condiciones evaluadas son muy bajos
o nulos, incluso manejando dosis y frecuencias de aplicacion altas. No obstante, es aventurado
asegurar de manera contundente que estos productos sean totalmente inocuos para las
estructuras vegetativas y reproductivas de las plantas; es necesario practicar evaluaciones que
permitan verificar los efectos sobre la floracion, el crecimiento y el desarrollo de frutos, entre
otros. (Alzate O. et al., 2009).

Perczak y colaboradores (2020) evaluaron los efectos de AE seleccionados sobre el
crecimiento de Fusarium graminearum y F. culmorum y la biosintesis de micotoxinas en
semillas de maiz. El analisis cromatografico de ergosterol como indicador de crecimiento
fingico mostrd una inhibicion significativa del crecimiento de Fusarium (83,24-99,99%) en
comparacion con las muestras de control, lo que como consecuencia resulté en una reduccién
de las concentraciones de micotoxinas. Se demostro que la adicién de AE de canela, palmarosa,
naranja y menta verde son eficaces para reducir la concentraciéon de zearalenona (99,10 a
99,92%). El andlisis de desoxinivalenol confirm6 una disminucion de este compuesto en la
aplicacion de todos los AE analizados (90,69-100%). Los resultados obtenidos indicaron que
los AE tienen un gran potencial para inhibir el crecimiento de hongos Fusarium y reducir la

concentracion de micotoxinas en la semilla de maiz.

4.5. Recomendaciones

Se recomienda realizar un conteo de UFC una vez aplicados los tratamientos sobre semillas
maceradas, asi mismo establecer los tiempos Optimos del mantenimiento de los tratamientos
sobre las semillas y establecer el tiempo de viabilidad de las mismas una vez aplicado el
compuesto.

Se recomienda evaluar el efecto antiflingico de los compuestos de manera sinérgica y evaluar

en condiciones in vivo la aplicacion de los aceites en el establecimiento de plantularios.
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5. Efecto de la Aplicacion de los Tratamientos de Aceites Esenciales de Orégano y

Tomillo Sobre el Crecimiento de Hongos Filamentosos en Suelo.

5.1. Introduccion

El suelo es un soporte para las plantas ya que permite el constante suministro de nutrientes,
es importante para el sostenimiento de los bosques y la biodiversidad y esta relacionado ademas,
con el adecuado uso y equilibrio de los recursos agua, aire y en general de los ecosistemas
(Orjuela, 2016;Wall et al, 2019). Los sistemas vivos asociados a este recurso son
fundamentales en procesos de transformacion de la materia en sus elementos constitutivos para
que la dindmica de los nutrientes cumpla con el mantenimiento de una buena estructura y del
funcionamiento de este nicho (Finn et al., 2017). Estos procesos de transformacion estan a cargo
de la biodiversidad microbiana entre los cuales hongos y bacterias benéficas ayudan a mantener
este equilibrio en el suelo (Wall et al., 2019), por lo que la importancia de la composicion e
interaccion de las poblaciones microbianas asociadas a este son indiscutibles.

En gran medida, la fertilidad del suelo est4 controlada por las actividades biogeoquimicas de
la microbiota que actia como abastecedor potencial de nutrientes para las plantas, hidrolisis de
disacéridos, nitrificacion, fijacion de nitrogeno y oxidacion de metano (Finn et al., 2017), a este
nivel, los microrganismos se distribuyen muy irregularmente, y su flujo y concentracion
dependen fundamentalmente de la disponibilidad de carbono por lo que para determinar en el
suelo la presencia, abundancia y actividad de las poblaciones microbianas presentes en un
momento determinado se realizan recuentos microbiologicos (Helgason ef al., 2014), por medio
de la observacion de colonias en medios so6lidos o por el desarrollo y crecimiento en medios
liquidos. Para esto, debido a la alta carga de individuos que poseen las muestras, se realizan
diluciones para poder contarlos, las mismas deben hacerse de una forma estandarizada (Luis,
2020).

La enumeracion en medios sélidos se fundamenta en que cada bacteria y hongo, desarrollara
una colonia que puede corresponder a uno o mas individuos con base a este criterio, los
recuentos en medios solidos se expresan como Unidades formadoras de colonias (UFC) por

mililitro o gramo segun corresponda (Luis, 2020).
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Los hongos del género Fusarium son ampliamente conocidos alrededor del mundo, y se han
convertido en un problema serio ya que producen metabolitos toxicos que ponen en peligro la
salud de los seres humanos y de los animales. Como otros fitopatdgenos, este hongo emplea
diversas estrategias de infeccion, asi también, la especificidad del hospedero depende de cada
especie de Fusarium. El hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio o como esporas en
ausencia de sus anfitriones, y si se encuentra cerca una planta hospedera, la infeccion puede
iniciar en las raices, en partes de la planta por encima del suelo y puede propagarse a través del
aire o el agua (Geiser et al., 2013).

Para que la infeccion se logre con éxito, la interaccion hongo—planta responde a un proceso
donde se deben movilizar diferentes conjuntos de genes para la sefializacion temprana del
hospedero, la adhesion a la superficie de este, la descomposicion enzimatica de barreras fisicas,
la defensa contra los compuestos antifungicos del anfitrion, la inactivacion y muerte de las
células huésped por micotoxinas segregadas (Agrios, 2005).

Los fungicidas quimicos disminuyen la actividad de enzimas del suelo y pueden influir en la
mayoria de las reacciones bioquimicas, entre ellas: la mineralizacion de la M.O, la nitrificacion,
la de nitrificacion, la amonificacion, las reacciones redox, y la metanogénesis (Chaves-Bedoya

etal., 2013)

5.2. Metodologia

Con el objeto de evaluar el efecto de los tratamientos y su aplicacion directa sobre la
microbiota fungica del suelo, modificando el protocolo de Bi y colaboradores (2012) en un tubo
falcon estéril se tomaron 15 gramos de suelo nativo sin esterilizar y se le adicionaron SmL de
aceites esenciales de tomillo y orégano de las diluciones 10" mL AE/mL hasta 104 mL AE/mL.
Las diluciones seriadas fueron preparadas en DMSO, para la dilucion 0.1 mL AE/mL y el
consecutivo hasta 10 mL AE/mL fueron realizadas en agua destilada estéril, las cuales fueron
mezcladas vigorosamente en vortex previo a la aplicacion de los tratamientos. Como controles
se emplearon dos fungicidas quimicos Carbendazim (metil-2-benzimidazol carbamato) a una
concentracion de 500 g/L y Vitavax (carboxin + captan, difenoconazol) en una concentracion

de 3 mg/mL, como control negativo se hizo uso de agua destilada y una solucion de agua con
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DMSO de acuerdo con la dilucidon correspondiente, Los suelos tratados se mantuvieron en
oscuridad y a temperatura ambiente durante 72 horas antes del recuento.

Para determinar el efecto de los aceites esenciales en el crecimiento de los hongos
filamentosos presentes en el suelo nativo, se realizd el recuento en suelo de acuerdo con la
metodologia propuesta por Paco-Pérez y colaboradores en el afio 2017; se tomaron 10 gr de
suelo que fueron suspendidos en 100 mL de agua destilada estéril y se realizaron diluciones
seriadas 1:10 hasta 10™. Posteriormente, se tomaron 100uL de cada dilucién y se sembro por
triplicado, en la superficie de placas que contenian agar PDA suplementado con 0.1g/L de
cloranfenicol, éstas fueron llevadas a incubacion por 7 dias a temperatura 25+°C. Terminado el
tiempo de incubacion se hizo el recuento de las colonias de los hongos filamentosos presentes
en las placas para cada uno de los tratamientos (Figura 28) (Paco-Pérez et al., 2017).

El recuento se realiz6 seglin la norma Icontec 4092, se seleccionaron las cajas que contenian
entre 10 y 300 UFC. Posteriormente se calculd la cantidad de microorganismos (N) mediante la

siguiente ecuacion:

Yc
N= Vx1,1xd

En donde:

Y. ¢ = suma del nimero de colonias de las cajas conservadas provenientes de dos diluciones
que estan dentro del rango 10-300

V = volumen del in6culo en mililitros es un factor de correccion

d= dilucion correspondiente a la primera dilucion retenida o seleccionada para hacer el

recuento
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( ) 4 )
Se realizaron Se sembraron 100 uL
diluciones seriadas de cada dilucién en
1:10 hasta 104, PDA.*
. J . J
( N\ 4 A
Tubos falcon de Se resuspendieron 10 ) .
50mL se completaron gr de suelo en 10mL Se incubacién por 7
con suelo nativo no de agua destilada. dias a temperatura
esterilizado 25+1°C
. J . J
Se adicionaron SmL de @ ) ( )
aceite esencial en Los tubos se
concentraciones de 10! incubaron en Recuento de UFC por
hasta 104 AEmL/mL oscuridad por 72 h técnica ICONTEC.
controles H,O y DMSO \ antes de recuento. ) \ )

*Se realizo por triplicado

Figura 28. Metodologia empleada para conteo de colonias en suelo. Fuente: autor

5.3. Resultados

Se determind la presencia de hongos filamentosos en suelos nativos posterior a la aplicacion
de los tratamientos. Los datos obtenidos se procesaron mediante andlisis de varianza simple y
prueba de Tukey para la comparacion de medias, con un nivel de confianza del 95 % (p<0,05).
Se empled el software estadistico Minitab®, version 17.0 para Windows.

De acuerdo con la norma el conteo se realizé para la dilucién 102 mL AE/mL, puesto que en
esta crecieron el numero de colonias adecuadas. Segun la prueba de Tukey (Figura 29, Figura
30) los valores de UFC para hongos filamentosos presentes en los suelos nativos permitieron
organizar los tratamientos en un solo grupo, evidenciando que no existe diferencia significativa
entre los tratamientos Tabla 12. Sin embargo, el tratamiento de tomillo 10~ mL AE/mL present6
el menor niimero de UFC en la dilucién 102 mL AE/mL (Anexo S, Anexo T). De todos modos,
al no hallarse diferencias significativas es posible deducir que, para la aplicacion planteada de

los tratamientos, estos no tienen ningin efecto positivo o negativo, por lo que se considera
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necesario plantear otras aplicaciones incrementando la proporcion de los tratamientos por

gramo de suelo (Figura 29, Figura 30 y Anexo U)
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5i un intervalo no contiene cero los medias corresponaientes son significativamente
aiferentes.

*Comparaciones en parejas de Tukey con una confianza de 95%

Figura 29. Prueba de Tukey para conteo de colonias en suelo* Fuente: autor
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La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 30. Intervalos de recuento de colonias en suelo. Fuente: autor
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Tabla 12.
Agrupacion de datos por tratamiento en suelo
TTO N Media Agrupacion
DMSO 3 35,00 A
H20 3 27,00 A
Carbendazim 3 25,00 A
Orégano 10*mLAE/mL | 3 23,00 A
Orégano 10° mLAE/mL | 3 22,0 A
Tomillo 10* mL AE/mL 3 22,00 A
Tomillo 10° mL AE/mL 3 14,33 A

*De acuerdo con las diferencias significativas halladas para los tratamientos mediante el método de Tukey. Las

medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Fuente: autor

5.4. Discusion

Otros analisis en aceites esenciales de eucalipto y orégano en sinergia con antagonistas
microbianos se utilizaron para el control de S. cepivorum. Los resultados mostraron que la
exposicion al aceite de eucalipto (10000 ppm) y orégano (200; 250 ppm) inhibieron en un 92%
el crecimiento del patégeno; en tanto, que los antagonistas como 7Trichoderma asperellum
colonizaron mas del 95% de los esclerocios, provocando su degradacion in vitro. A pesar de
que en estas condiciones se observo la inhibicidon del crecimiento de S. cepivorum, en el
bioensayo en el suelo no se evidencid el control de la enfermedad particularmente con las
aplicaciones del aceite de orégano; es posible que esto se deba a que el aceite no tuvo un efecto
sobre los esclerocios y que, al germinar, posiblemente el aceite ya se habia degradado en el
suelo. En este sentido, se ha reportado que es necesario evaluar otras concentraciones o formas
de aplicacion para considerar su uso como alternativa de control de la pudricion blanca (Zapata-
Narvaez et al., 2020). Sin embargo, se ha reportado previamente que el aumento de las
concentraciones o proporciones pueden incrementar la fitotoxicidad de esta forma.

Tomazoni y colaboradores (2017) al evaluar el efecto fitotoxico observado con el aceite
esencial de eucalipto en concentraciones microbicidas lo hace inviable para su uso en el cultivo

de ajo, si bien se conoce que este aceite presenta propiedades pesticidas de amplio espectro ya



ACEITES ESENCIALES PARA CONTROL DE FUSARIUM 81

que diferentes trabajos han demostrado su actividad como compuesto antimicrobiano afectando
tanto bacterias como hongos, asi como plaguicida - acaricida también se reporta como herbicida
(Tomazoni et al., 2017).

Por esta razon las aplicaciones en suelo de AE, se han probado no solo para el control de
microorganismos en suelos sino para el control de malezas debido a su toxicidad. En un estudio
realizado por Khare y colaboradores (2019) se reporto6 el uso de AE de Eucalyptus citriodora,
Hook Ocimum basilicum L. y Mentha arvensis L. sobre Angallis arvensis, Cyperus rotundus y
Cynodon dactylon, se verificé la actividad microbiana de los respectivos suelos, en cuanto a
escapes de electrolitos, dafo visible en las caracteristicas de las plantas y se evalu¢ fitotoxicidad
de estos aceites esenciales. Para esto se empled biomasa microbiana del suelo y enzimas del
suelo para evaluar el efecto perjudicial del aceite sobre las actividades bioldgicas del suelo. Los
resultados mostraron que el uso de AE a diferentes concentraciones (50, 75 y 100 mL / L) redujo
el crecimiento de malezas, La fitotoxicidad fue mas prominente en 4. arvenses, en cuanto a la
disminucién de la actividad microbiana del suelo se observéd después de la pulverizacion de
EOE, el modelo estadistico evaluado comprobo un efecto inhibitorio insignificante de las
actividades biologicas del suelo. Por lo tanto, estos compuestos pueden ser potencialmente
empleados como herbicidas (Khare ef al., 2019).

Esta claro que existe la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias con rendimientos
mejorados que también sean de naturaleza ecoldgica. Debido a la bioactividad de los aceites
esenciales (AE) en fase de vapor, su baja toxicidad para los seres humanos y su
biodegradabilidad y propiedades antifiingicas, los AE podrian ser una solucién adecuada
(Stielkova et al., 2021).

Pese a los hallazgos en suelo y de acuerdo con los resultados obtenidos, los tratamientos con
AE pueden ser promisorios en la prevencion del complejo Fusarium en quinua, a través del
tratamiento de semillas, teniendo en cuenta la amplia resistencia de este género a fungicidas ya
que los AE de orégano y tomillo presentaron actividad inclusive superior a dichos compuestos.
Por lo que se recomienda realizar pruebas in vivo para identificar el efecto de dichos
tratamientos sobre los factores fisicos y biologicos del suelo que permitan el desarrollo 6ptimo
de las plantas de Quinua. Teniendo en cuenta que se determin6 que los aceites esenciales de
tomillo y orégano, en concentraciones 0.001 mL AE/mL y 0.0001 mL AE/mL, aunque no logran

controlar al 100% la propagacion del hongo si permiten el crecimiento de la semilla y se
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evidencia mejor comportamiento de las semillas con los tratamientos orgdnicos que con los

tratamientos quimicos seleccionados los cuales presentaron un porcentaje por encima del 85%

de presencia fungica post tratamiento, comparado con el orégano en concentracion 10_3 mL
AE/mL que present6 una incidencia del 63.3%. Para las concentraciones por encima de los
valores de 10 mL AE/MI. Ninguno de los aceites present6 actividad total o parcial, de esta
forma se pudiese preservar de mejor manera la microbiota funcional del suelo y realizar una
mejor gestion agricola descrita como la manera de dar forma a los microbiomas del suelo para
mejorar su calidad y produccion de cultivos y otros servicios de este recurso sin danar el medio
ambiente. Se ha descrito que la integracion del conocimiento de los microbiomas del suelo en
diferentes niveles de la red alimentaria es el futuro de la ciencia del suelo y podria ser una de

las pistas para mitigar entre otras el cambio climéatico global (Wall et al., 2019).
5.5. Recomendaciones

Se recomienda evaluar la aplicacion de los tratamientos en suelos inoculados con los
patogenos evaluados y en condiciones controladas estableciendo la cantidad de compuesto que
debe ser aplicado por unidad de suelo a fin de determinar su utilidad o no en la desinfeccion de
suelos, asi mismo se recomienda evaluar la toxicidad de dicha aplicacion y el efecto sinérgico
de los aceites con otros compuestos buscando disminuir las concentraciones de los compuestos
sintéticos que presentan toxicidad. Se recomienda realizar pruebas adicionales en todos los
ensayos que incluyan la caracterizacion del suelo, asi como sus caracteristicas fisicoquimicas

que permitan el establecimiento de cultivos 6ptimos.
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Conclusiones

Se determin6 que el método de extraccion es critico para la obtencion de AE para que estos
conserven su actividad bioldgica, ya que el método de Soxhlet no favoreci6 este proceso y por
tanto ninguna de las concentraciones probadas para el aceite esencial de tomillo obtenido por
medio de esta técnica inhibi6 el crecimiento del hongo. Asi mismo, se establecid que las
concentraciones de carvacrol y de timol dependen del tipo de aceite, encontrandose valores
semejantes de carvacrol en orégano reportados similares a los hallados en el presente estudio,
lo cual puede ser determinate para los procesos de inhibicion de los fitopatogenos, en el caso
del timol los valores encontrados son mayores para el tomillo.

Se encontrd que la Concentracion minima inhibitoria para los aceites comerciales de tomillo
y orégano correspondié a 10?mL y 10°mL AE/mL respectivamente, estableciendo que la
aplicacion de aceites esenciales a concentraciones 102 mL y 10* mL AE/mL pueden ser
aplicadas para el tratamiento y desinfeccion de semillas sin generar efectos nocivos en la
germinacion y desarrollo de plantulas presentando mejor desarrollo de las semillas que con los
tratamientos quimicos seleccionados; aunque estas concentraciones no logran controlar al 100%
el desarrollo del hongo si permiten el crecimiento de la semilla, las concentraciones 100mL
AE/mLy 1 mL AE/mL de AE de tomillo y orégano respectivamente, presentaron fitotoxicidad
ya que inhibieron el desarrollo de las plantulas. De acuerdo con los resultados obtenidos, los
tratamientos con aceites esenciales pueden ser promisorios en el control del complejo Fusarium
en quinua inclusive presentando una efectividad superior frente a diversos compuestos, se
recomienda realizar pruebas in vivo para identificar el efecto sobre los factores fisicos y
bioldgicos del suelo que permitan el desarrollo 6ptimo de las plantas de Quinua

Se encontr6 que la aplicacion de los aceites esenciales directamente en suelo, no afectan la
microbiota fingica del mismo, sin embargo se plantea la problematica de que tampoco sean
funcionales en la desinfeccion y preparacion del suelo ya que se considera que aumentar las
concentraciones o la cantidad de compuesto agregado por volumen de suelo puede ser un
limitante no solo por el costo de los tratamientos sino de la fitotoxicidad que se pueda presentar,

es importante evaluar sinergia entre otro tipo de tratamientos para potenciar el efecto

inhibidor de estos compuestos.
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Se determin6 que las especies de Fusarium y Alternaria estudiadas presentan una alta
resistencia a fungicidas comerciales, por lo que urge buscar alternativas de manejo de estos dos
agentes etiologicos que sean amigables con el ambiente, pero efectivos en su control. Ademas,
diferencia de los fungicidas comerciales los tratamientos con aceites esenciales de tomillo y
orégano pueden ser promisorios para la conservacion de semillas por lo que se recomienda
ampliar el estudio y evaluar aspectos tales como el tiempo de exposicion, tiempo de

conservacion viabilidad en el tiempo, entre otros.
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