\
\®EH quimiosensores

.74 Traducido del inglés al espafiol - www.onlinedoctranslator.com

Articulo

Perfil GC/MS y actividad antifungica de Zanthoxylum caribaeum
Aceite esencial de Lam contra Moniliophthora roreriCif y Par,
un patégeno que infecta Theobroma cacaol Cultivos en los

Tropicos

Marcial Fuentes Estrada1,2, Andrea Jimminez-Gonzalez3, Diannefair Duarte4, Rogerio Saavedra Barreras, Carlos
Areches, Elena Stashenkos, Nayive Pino Benitez7, Daniela B.arcenas-Pmirezs,9, JosémiCheelg* y Olimpo Garciaia-

beltranorte2,10,*

check for
updates

Citacion:Fuentes-Estrada, M.;
Jiménez-Gonzélez, A.; Duarte, D.;
Saavedra-Barrera, R.; Areche, C,;
Stashenko, E.; Pino Benitez, N.;
Barcenas-Pérez, D.; Cheel, J.;
Garcia-Beltran, O. Perfil GC/MS y
actividad antifingica de
Zanthoxylum caribaeumAceite esencial
de Lam contraMoniliophthora roreriCif y
Par, un patégeno que infecta
Theobroma cacaol Cultivos en los
Trépicos.quimiosensores2023,11, 447.
https://doi.org/10.3390/

quimiosensores11080447

Editores Académicos: Mariun
JosémiAliafio-Gonzdlezalez, irene
dominguez pmirez y Roberto

Romero-Gonzalez

Recibido: 29 junio 2023
Revisado: 4 agosto 2023
Aceptado: 7 agosto 2023
Publicado: 10 agosto 2023

Derechos de autor:© 2023 por los
autores. Licenciatario MDPI, Basilea,
Suiza. Este articulo es un articulo de
acceso abierto distribuido bajo los
términos y condiciones de la licencia
Creative Commons Attribution (CC BY)
(https:// creativecommons.org/
licenses/by/ 4.0/).

Facultad de Agronomiaia, Universidad del Tolima, Altos de Santa Helena, Ibagumi730006, Colombia;
mafuentese@ut.edu.co

2 Facultad de Ciencias Naturales y Matematicasaticas, Universidad de Ibagumi,Carrera 22 Calle 67, Ibagu
mi730002, Colombia

3 Facultad de Ciencias, Universidad del Tolima, Altos de Santa Helena, Ibagumi730006, Colombia;
jajimenenenzg@ut.edu.co

4

Federacionon Nacional de Cacaoteros (FEDECACAO)—Fondo Nacional del Cacao (FNC), San Vicente de Chucuri-
Santander 270001, Colombia; diannefair.diannefair.duarte@fedecacao.com.co

5 Centrode Investigacion de Excelencia CENIVAM, CIBIMOL, Universidad Industrial de Santander, Edificio 45, UIS,
Carrera 27, Calle 9, Bucaramanga 680002, Colombia; ce nivam4®@tucan.uis.edu.co (RS-B.); elena@tucan.uis.edu.co
(ES)

6 Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Las Palmeras 3425, Nufioa,
Santiago 7800024, Chile; areche@uchile.cl

7 Grupo de Productos Naturales, Facultad de Ciencias de la Educaciénon, Universidad TecnoloGagica del Choco,
Quibdo270001, Colombia; d-cruznayive.pino@utch.edu.co

8  Laboratorio de Biotecnologia de Algas—Centro ALGATECH, Instituto de Microbiologia de la Academia Checa de
Ciencias, Opatovickymlyn, 37981 Tfebon, Republica Checa

9 Facultad de Ciencias, Universidad de Bohemia del Sur, BraniSovska1760, 37005 CeskmiBudgjovice, Republica Checa

10

Centro Integrativo de Biologiay quimica Aplicada (CIBQA), Universidad Bernardo O'Higgins, General Gana 1702,
Santiago 8370854, Chile
*  Correspondencia: jcheel@alga.cz (JC); jose.garcia@unibague.edu.co (OG-B.)

Abstracto:Las especiesZanthoxylum caribaeumpertenece a la familia Rutaceae, de la que se conocen varios
nucleos quimicos, entre ellos los alcaloides y las cumarinas. Ademas, se ha caracterizado su aceite esencial,
mostrando diferencias en composicién y diversas actividades antimicrobianas. En el presente estudio, el aceite
esencial deZ. caribaeumcolectada en el departamento del Tolima, centro de Colombia, se caracterizé por
cromatografia de gases con detector selectivo de masas (GC-MS). El aceite esencial presenté una composicién
de alrededor de 43 compuestos (entre mayores y menores), cuyos componentes principales, segin su
abundancia, son los siguientes: germacreno D (228.0#1,6 mg/g EO), (m/-B-farneseno (128,0+1,5 mg/g EO), B-
elemeno (116,0#1,6 mg/g EO) y(mi)-nerolidol (74,042,2 mg/g EO). Este aceite fue probado contra
microorganismos que afectan la produccién de cacao en Colombia y en paises tropicales donde la produccion
de este producto basico es muy importante para la economia. Las pruebas antifingicas se realizaron en las
especies fungicasMoniliophthora roreriy mostré una actividad prometedora y significativa, inhibiendo el
crecimiento en mas del 95 % en concentraciones de 50uL/mL y 100puL/mL. Esta notable actividad antifungica
podria deberse a la presencia de compuestos principales y secundarios que mejoran la actividad

sinérgicamente.
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1. Introduccion

el géneroZanthoxylumPertenece a la familia de las Rutaceas. A nivel mundial se han descrito
250 especies, distribuidas principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del planeta [1]. En
Colombia se encuentra principalmente en la region andina, el Caribe y parte de la Amazonia [2].
Algunas especies pertenecientes a estos géneros han mostrado una variedad de actividades
bioldgicas debido a su alto contenido de metabolitos secundarios que incluyen alcaloides,
terpenos, lignanos, esteroides, cumarinas y flavonoides, como antiinflamatorio, anticancerigeno,
antipaludico, antioxidante, anti-VIH. y actividades antimicrobianas [3-8]. Estos metabolitos se
distribuyen por toda la planta, pero se han encontrado en concentraciones mas altas en la corteza,
las raices y las hojas.

Una de las plantas que se cultiva anualmente en Colombia es Theobroma cacao(cacao), una
planta milenaria del continente americano [9,10] que ha adquirido gran importancia cultural,
ambiental y econdmica. Pertenece a la familia Malvaceae, que incluye mas de 22 especies, y se
divide en cacao criollo, forastero y trinitario con diferentes propiedades fisicas, quimicas y
funcionales. Los granos secos se obtienen de los frutos, y su calidad aromatica y compositiva esta
determinada por factores como el origen, el procesamiento y la influencia del suelo y las
condiciones climaticas [11,12]. Segun algunos estudios, el cacao se originé en las cabeceras de la
cuenca amazonica, y una poblacién natural de cacao se extendié hacia el oeste y el norte en la
parte central de la regién Amazonas-Guayana, formando el grupo Forastero-Amazonas y el
segundo grupo, denominado Criollo, que tiene buena aceptacion en el mercado debido a sus altas
cualidades organolépticas [13]. Actualmente, este arbol se cultiva comercialmente en Asiay
Oceania, América Central y del Sur y Africa, con una participacién global de la produccién del 12,5
%, 12,7 % y 74,8 %, respectivamente. La mayor parte del cacao para el comercio internacional se
cultiva en Africa, con Cote d'Ivoire es el mayor productor y el cacao de Ghana es el de mayor
calidad [14].

Los problemas fitosanitarios son los principales factores que han contribuido a la disminucién de la
produccion de cacao y al deterioro de la calidad del producto final. Estas incluyen enfermedades
causadas por hongos fitopatégenos [15]. Este problema se ha incrementado recientemente, favorecido
por la falta de un manejo adecuado del cultivo y por los cambios ambientales provocados por el hombre
[dieciséis]. Las principales enfermedades que afectan a la planta de cacao en Colombia son: Moniliasis,
enfermedad causada por el hongo basidiomiceto Moniliophthora roreriCifral), que afecta alrededor del
40% de la produccién anual de cacao en Colombia, con una produccidn total de 62.000 TM promediada
en los ultimos 5 afios [17,18]. Tiene alta sobrevivencia en diferentes ambientes, con répido crecimiento y
diseminacién, en general, los genotipos comerciales son altamente susceptibles a este patégeno.19] y los
métodos actuales de control de enfermedades son ineficientes y aumentan los costos de produccién [20
1. Esta situacién amenaza la sustentabilidad de la produccién nacional de este cultivo. Algunas
condiciones fitosanitarias relacionadas con la zona agroecoldgica, la severidad del in6culo y el
inadecuado manejo del cultivo favorecen el dafio hasta en un 100% en una plantacion, por lo que la
enfermedad es considerada la mas prevalente y severa.

Figura 1.Fruto de Theobroma cacaoafectado por el hongoMoniliophthora roreri.

Los aceites esenciales (AE) tienen un potencial natural para los mecanismos de defensa de las plantas,
son compuestos volatiles producidos por muchas especies y pueden actuar contra varios microorganismos
patégenos de las plantas.5]. Su uso se perfila como una alternativa sustentable para el control de
enfermedades en la agricultura actual, donde las practicas agricolas permiten el uso de ciertas sustancias para
combatir patégenos [6]. Los productos naturales como los aceites esenciales han surgido como un
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alternativa “ambientalmente amigable” de uso tan efectivo como los agentes antimicrobianos
porque son faciles de obtener y tienen baja toxicidad para los organismos no objetivo. En este
estudio aislamos el hongoM. roreri, agente causal de la enfermedad Moniliasis en plantaciones de
cacao en Colombia y paises tropicales. Se cultivé el microorganismo y se desarrollaron ensayos
biolégicos utilizando aceites esenciales extraidos de las hojas deZ. caribaeumcomo principio
activo, obteniendo resultados prometedores para el desarrollo de bioproductos.

2. Materiales y métodos
2.1. Material vegetal

Las especiesZ. caribaeumfue colectada en enero de 2022 en el municipio de Piedra,
Departamento del Tolima-Colombia (42857 "N 745917 W, altitud 593 msnm), las especies
fueron colectadas por Andrea Jimminez-Gonzalez, Marcial Fuentes-Estrada and Olimpo Garci
a-beltran, e identificado y clasificado por el botanico Hmictor Esquivel y un ejemplar en el
Herbario TOLI de la Universidad del Tolima (Colombia) con comprobante nimero N-28543.

2.2. Extraccion de Aceite Esencial

Z. caribaeumlas muestras de hojas se limpiaron previamente. Los aceites esenciales deZ. caribaeumeran
extraido de las hojas utilizando un sistema de hidrodestilacién asistida por microondas (MWHD) como
método de extraccién [21]. La fuente de calor del sistema fue una fuente de radiaciéon de microondas
convencional (SAMSUNG, modelo MS23)5133AG, Malasia), configurada a 2450 MHz, 1,2 kW. Se mezclaron
750 g de material vegetal con 500 mL de agua destilada, el material vegetal, especialmente las hojas, se
colocaron en un baldn de reaccion de 2 L. Luego, se realiz6 un programa de calentamiento; la primera
etapa fue de 10 min al 100% de potencia para precalentamiento; la segunda etapa de 45 min de
destilacién al 80% de potencia. Una temperatura maxima de condensacién de 13-<C se mantuvo.

2.3. Andlisis Cromatogrdéfico

El aceite esencial extraido deZ. caribaeum(20 mg) se disolvié en CH2cl2(1 mL), y una alicuota
de esta dilucion (2pL) se inyectd en un cromatégrafo de gases acoplado a un detector selectivo de
masas y un sistema de deteccién de llama.

El analisis se realizé con un cromatografo de gases, GC 6890 Plus (Agilent Technologies,
AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), equipado con un detector de masa selectiva MS 5973 Network (AT,
Palo Alto, CA, EE. UU.) usando ionizacién electrénica ( IE, 70 eV). Helio (99,995%, gas AP,
Messer, Bogotaa,Colombia) como gas portador, con una presién inicial de entrada en cabeza
de columna de 113,5 kPa; el caudal volumétrico del gas portador se mantuvo constante (1 ml/
min) durante la ejecucién cromatografica. El modo de inyeccién se dividié (30:1) y la
temperatura del inyector se mantuvo a 250-C.

Los compuestos se separaron en dos columnas capilares, una que contenia la fase
estacionaria polar de poli (etilenglicol), PEG (DB-WAX, ] & W Scientific, Folsom, CA, EE. UU.) de 60 m x
0,25 mm (didametro interior)x0.25pmF) de 60m x0,25 mm (didmetro interior)x0.25pmF) y el otro con
la fase estacionaria (sf) apolar 5%-fenil-poli(metilsiloxano), 5%-Ph-PDMS (DB-5MS, ] & W Scientific,
Folsom, CA, EE. UU.) con las mismas dimensiones. En la columna polar (DB-WAX) se programo la
temperatura del horno de 50-<C (5 min) a 150-C (7 min), a las 4-<C/min, y luego a 230-C (50 min), a las
4<C/min. Se usaron las mismas condiciones para el analisis a través del sistema de deteccion de
llama (GC/FID). En la columna apolar (DB-5MS) se programé la temperatura del horno
cromatografico de 45-C (5 min) a 150<C (2 min) a las 4-C/min, y luego a 300-C (10 min) a las 5-C/min.
La temperatura de la linea de transferencia de GC/MS se fijé en 230-C cuando se usa la columna
polar y 300-C para la columna no polar. Las temperaturas de la cAmara de ionizacién y del
cuadrupolo fueron de 250-C y 150-C, respectivamente. El rango de masas para la adquisicién de
corriente de iones fuemetro/ zZ45-450 u, con una velocidad de adquisicion de 3,58 scan/s. Los datos
se procesaron con el software MSDChemStation G1701DA (AT, Palo Alto, CA, EE. UU.). Los
parametros de integracion fueron los siguientes: umbral = 18 y "area de rechazo" del pico por
encima de la linea de base inferior al 1%. Se identificaron compuestos
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basado en indices de retencion lineal (LRI) y comparacién de masa obtenida experimentalmente
espectros con los reportados en las bases de datos Adams 2007, NIST 2017 y Wiley 2008.
[ ]
LR = (1005n) + 100x tRxTthn (1)
tenfermero —tRn

donde: n es el niUmero de d&tomos de carbono en la n-parafina que eluye antes que el compuesto de
interés (su tiempo de retencidn es trx); trRny Tenfermeroson los tiempos de retencién de las n-parafinas con
el nimero de atomos de carbono ny N, respectivamente, eluyendo inmediatamente antes y después del
analito de interés.

La cuantificacion de compuestos se realizé con la estandarizacion externa por GC/FID.
Las sustancias patron se analizaron en las mismas condiciones cromatograficas que las
Z. caribeEO. En el caso de que no se dispusiera de una sustancia de referencia, la cuantificacion se realizé
utilizando la curva de calibracién obtenida para una molécula estructuralmente similar.

2.4. Actividad antimicrobiana

Se realiz6 actividad antimicrobiana in vitro contra el hongoM. roreri, que afecta la produccion
de granos de cacao en los paises productores de cacao.

2.4.1. Aislamiento de Moniliophthora roreri

Para obtener el inéculo deM. roreriLos frutos infestados con sintomas y signos tempranos
de formacién de una mancha marrén oscura con micelio en la cascara de la semilla de cacao
(frutos) deben recolectarse en el campo.

Los frutos cosechados se lavaron y desinfectaron con hipoclorito al 1% durante dos minutos.
Luego, se enjuagaron con agua destilada y se secaron con papel absorbente estéril. Luego, los
frutos desinfectados se segmentaron en porciones de 5 mm de diametro (tejido endodérmico) en
una cdmara de flujo laminar y los segmentos de tejido se infestaron conM. rorerise colocaron en
cajas de Petri que contenian medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) para incubar a 25-C hasta
que aparecié crecimiento fungico en las muestras para identificarlas por sus caracteristicas
macroscopicas y microscépicas, lo que se repitié hasta obtener cultivos puros.

2.4.2. Actividad antifungica contraMoniliophthora roreri

Ensayo in vitro de la actividad antifingica deZ. caribaaeumaceites esenciales enM. rorerise
realizé en condiciones controladas utilizando la técnica de envenenamiento [22,23], las
concentraciones evaluadas en el ensayo fueron 5pL, 10pL, 50pL, 100pL y 495pL y las pruebas se
realizaron por triplicado. Después de la preparacién del medio envenenado, se sembraron en el
centro de las cajas que contenian los tratamientos, discos de micelio de 5 mm de diametro de
cultivos puros crecidos durante 7 a 10 dias. Se utilizaron como control negativo cortes del
patégeno en medio de agar PDA sin aceites esenciales. Oxicloruro de cobre (Cu2(OH)3Cl), un
fungicida comercial con actividad conocida sobreM. rorerise utilizd como control positivo. Las cajas
de Petri se incubaron a 25-C. Las placas se evaluaron diariamente midiendo su crecimiento radial
en cm (Roque et al., 2001). La medicién se completd cuando el micelio del patégeno cubrié por
completo la placa de control negativo.

La inhibicién del crecimiento micelial del patédgeno se calcula como el porcentaje de
crecimiento radial con respecto al control (Ecuacion (2)).

(ENT-DT)

%JInhibicion= ENT

x100 (2)
dénde:ENT=Diametro de control negativo, D7=Diametro de tratamiento.

La medicién debera concluir cuando el micelio del patégeno cubra completamente la
placa de tratamiento de control. La evaluacién de la eficacia del producto se expresard como
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial.
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2.5. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando un disefio experimental de factor Unico
con el software IBM SPSS version 25.0 [24-26]. Este andlisis se aplicé a los datos de
medicién biométrica in vitro obtenidos de la aplicaciéon deZ. caribaeurnaceite esencial,
con 5 tratamientos (por triplicado) correspondientes a las dosis establecidas de 5pL (T1),
10uL (T2), 50pL (T3), 100pL (T4) y 495uL (T5). Ademas, se realizaron 2 tratamientos de
control; M. rorerien PDA, el tratamiento 6 es solo PDA (T6) y un fungicida comercial,
oxicloruro de fésforo (Cu2(OH)3Cl) como tratamiento 7 (T7).

Para demostrar la normalidad, la prueba de Shapiro-Wilk (SW) [27] se aplicé (pag-valor
(prueba SW) > 0,05). Ademas, se aplicé la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene para
detectar igualdad o diferencia entre al menos un par de medias de los tratamientos, y asi se utiliz6
ANOVA de un solo factor para probar las diferencias especificas entre tratamientos mediante
pruebas Post hoc ( DSM o T2-Tamhane) aceptando diferencias significativas con un pag-valor <
0.05[28,29].

3. Resultados y discusién

El aceite esencial deZ. caribaeumconstaba de 43 compuestos, principalmente sesquiterpenos
(67%), monoterpenos (18%), ademas, tres compuestos no identificados conmetro/ 215215HdieciséisO),
204 (C15H24) y 220 (C15H240). Sin embargo, en este trabajo destacamos seis compuestos principales
que tienen una proporcion superior al 5%, entre ellos tres sesquiterpenos, germacreno D (228,0+
1,6 mg/g EO),(MI)}-B-farneseno (128,0+1,5 mg/g EO), -elemeno (116,0+1,6 mg/g EO), un
monoterpeno, limoneno (73,0#1,9 mg/g EO) y un monoterpeno oxigenado,(mi)-nerolidol (74,0£2,2
mg/g EO). (Mesa1, Cifra2). Comparando la composicion y abundancia de metabolitos de aceites
esenciales en este estudio con los informados en la literatura [30-32], quedd claro que la
concentracion de germacreno D en aceite esencial deZ. caribaeumfue mayor en los individuos

utilizados en este estudio.
W{\ @

Limonene p-Elemene (E)-B-Farnesene a-Copaene
7 X X
s OH
PN
Germacrene D Bicyclogermacrene  (E)-Nerolidol Cubebol

Figura 2.Componentes principales deZanthoxylum caribaeumaceites esenciales.

Con el fin de obtener datos confiables y verificados, se realizaron dos estudios
cromatograficos utilizando dos columnas capilares, la primera con un DB-5MS es una
columna de polimero de fenil arileno polar con 5% de fase estacionaria de fenil-
poli(metilsiloxano), este tipo de columna tiene una excelente desempefio con su relacién
sefial/ruido, muy importante para el desarrollo de aplicaciones analiticas, ademas, muestra
alta sensibilidad e integridad espectral de masas. El segundo con una columna DB-WAX de
alta polaridad con fase estacionaria de poli (etilenglicol), el uso de esta columna permite su
uso en aplicaciones de alimentos, fragancias y sabores. Su uso a bajas temperaturas muestra
una excelente resolucién de principios activos de bajo punto de ebullicién. Los
cromatogramas obtenidos de ambas columnas mostraron los mismos componentes con
diferentes tasas, 1; Cifra3).
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Tabla 1.Caracterizacién quimica via GC/FID y GC/MS del aceite esencial destilado de

Z. caribe.
indices de retencién lineal % Area
Pico N- Compuesto DB-5 (no polar) DB-WAX (polar) GC-FID' mg Compuesto/g
- - DB-5MS OE, Valor#sk x
Exp.Lit.Exp.Lit.
1 (2-hex-3-en-1-ola, b, d 855 856 [33] 1383 1380 [33] 0.3 3.7 * 0.12
2 (mi)-hex-2-en-1-ola, b, d 865 864 [33] 1404 1399 [33] 0.2 2.9 * 0.13
3 Hexan-1-ola, b, d 869 869 [33] 1351 1351 [33] 0.3 3.2 * 0.13
4 a-tujenoab,e 926 927 [33] 1022 1026 [33] 0.2 1.64 + 0.09
5 a-pinenoaB 934 936 [33] 1017  1025[33] 0.2 2.1 * 0.10
6 sabinenoasc 974 973 [33] 1118 1122 [33] 0.3 3.54 =+ 0.08
7 B-mircencagc 989 988 [34] 1162 1160[33] 2.2 32 + 2.40
8 a-terpinenoaBs 1018 1017 [33] 1177 1177 [33] 0.3 3.3 k- 0.15
9 pag-cimenoas c 1026  1024[33] 1270  1270[33] 1.5 13.6 * 0.27
10 limonenoaBc 1032 1029 [33] 1199 1198 [33] 9.3 73 + 1.9
11 B-felandrenoa, b, f 1034 1030 [33] 1207 1209 [33] 1.4 14.0 + 0.17
12 (mi)- B-ocimenoa,b,g 1047 1047 [33] 1251 1250 [33] 1.2 17 * 2.5
13 y-terpinenoas ¢ 1060 1059 [35] 1244 1245 [33] 1.4 13.9 =+ 0.13
14 LinalolaBc 1100 1099 [33] 1546 1543 [33] 0.6 6.01 + 0.07
15 4,8-dimetil-1,3,7-nonatrienoa,b,g 1113 1116 [AA] 1306 1306 [AA] 0.2 2.33 * 0.08
dieciseis Terpinen-4-ola,b,c.h 1185 1177 [AA] 1605 1601 [33] 0.2 2.39 =+ 0.07
17 NI M+-metrol 215215HdieciséisO)a, b, h 1201 - - 0.3 319 # 0.07
18 ™ ’"’)'2'6'0"’:3;":'?7'0“3”"9”"' 1209 1209 [AA] 1820 1830 [AA] 14 1473 £ 009
19 (2-Ocimenonaa, b, h 1233 1226 [34] 1698 1697 [AA] 0.5 5.58 + 0.07
20 (m#-Ocimenonaa, b, h 1241 1235 [34] 1718 1718 [AA] 0.3 3.62 * 0.07
21 a-cubebenoun, b, yo 1349  1351[33] 1459 1460 [33] 0.7 7 * 1.4
22 a-copaenoun, b, yo 1380 1376 [33] 1495 1491 [33] 3.0 27 + 1.5
23 NI M+-metro/ 220415H24)un, b, yo 1385 - 1581 - 0.6 6 + 1.4
24 B-Elemenoun, b, yo 1395 1390 [33] 1594 1590 [33] 13.4 116 + 1.6
25 B-Ylangenoun, b, yo 1426 1421[33] 1577 1576 [33] 0.7 7 + 1.4
26 (mi)-B-cariofilenoaB c 1429 1420 [33] 1601 1598 [33] 0.3 3.26 + 0.08
27 (m/)-q-bergamotenoun, b, yo 1438 1434 [33] 1587 1579 [AA] 1.3 12 =z 1.5
28 (mi)-B-farnesenoun, b, yo 1457 1455 [33] 1669 1663 [33] 14.8 128 + 1.5
29 a-humulenoa, b, ¢, yo 1465 1453 [33] 1674 1666 [33] 0.3 2.81 + 0.08
30 aloaromadendrenoun, b, yo 1469 1460 [AA] 1649 1649 [33] 0.2 1.70 * 0.08
31 Germacreno Da, b, c, yo 1 492 1480 [33] 1 71 8 1710 [33] 264 228 * 1 6
32 biciclogermacren()un, b, yo 1 504 1499 [34] 1 737 1734 [33] 33 29 * 1.4
33 Cubebola, b, j 1524 1514 [34] 1941 1941 [33] 1.6 24 + 2.3
34 §-cadinenoun, b, yo 1524 1523 [33] 1758 1755 [33] 2.3 21 + 1.5
35 Elemola, b, j 1554 1547 [34] 2078 2078 [33] 0.4 4.37 =+ 0.07
36 (E)-nerolidola,b,c,j 1564 1560 [33] 2040 2036 [33] 6.2 74 * 2.2
37 espatulenola, b, | 1585  1576[33] 2122 2126[33] 0.3 3.01 * 0.06
38 Germacreno D-4-0la, b, j 1585 1574 [33] 2049 2056 [33] 0.6 7.21 + 0.07
39 (E)-Hidrato de sesquisabinenoa, b, j 1585 1583 [33] 2084 2092 [33] 0.5 5.42 * 0.07
40 Ledola, b, j 1615 1601 [34] 2029  2039[33] 0.2 1.89 + 0.07
41 NI M+emetro/ 222015H240)a, b, | 1649 - - - 0.6 6.67 + 0.08
42 a-Cadinol 1664 1652 [34] 2229 2227 [33] 0.1 1.66 + 0.07
43 Fitolun, b, yo 2107 2102 [36] - 2613 [33] 0.1 1.42 * 0.08

aldentificacién tentativa basada en indices de retencién lineal medidos con DB5 (no polar) y DB-WAX (polar)
columnas [33-36].bIdentificacién tentativa basada en espectros de masas (MS; ionizacién de electrones, 70 eV, >95 % de
coincidencia), estudio de patrones de fragmentacién y comparacién con espectros de MS del NIST (2017), Adams (2007) [34] y
Wiley (2008) [37] bases de datos espectrales.cIdentificacién confirmatoria basada en sustancias estdndar por comparacién de sus
espectros de masas y tiempos de retencion (tr) con los de los componentes EO. NI no identificado.

dCuantificacion en oct-1-en-3-ol equivalentes.micuantificacién en equivalentes de a-pineno.rcuantificaciéon en
equivalentes de a-terpineno.gramocuantificacién en equivalentes de B-mirceno.hcuantificaciéon en equivalentes de linalol.
icuantificacién en (miequivalentes de )-B-cariofileno.jcuantificacién en (Zequivalentes de )-nerolidol, ver calibracién

curva (Tabla de material complementario S1).kSx, desviacién estandar calculada paranorte=3 utilizando el error estandar residual
en la calibracion.
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Figura 3.Perfiles cromatogréficos del aceite esencial destilado deZ. caribaeumobtenidos por GC/MS (barrido
completo). (A) columna DB-5MS (60 m), inyeccién dividida 1:30, MSD (EI, 70 eV); (B) Columna DB-WAX (60 m),
inyeccién dividida 1:30, MSD (EI, 70 eV).

La inhibicién del crecimiento micelial se determiné macroscépicamente colocando un
fragmento de la colonia fungica en una placa de Petri que contenia PDA suplementado con
diferentes diluciones de aceite esencial (5, 10, 50, 50, 100 a 496puL/mL), control negativo (PDA sin
tratamiento) y control positivo (oxicloruro de cobre); cada ensayo se realizd por triplicado. El
crecimiento del micelio se determiné midiendo el diametro de la colonia (cm) durante 7 dias y se
determind su porcentaje de inhibicion (Tabla2). Al calcular el porcentaje de inhibicion, se evidencia
que el aceite esencial deZ. caribaeumesta activo; presenta una alta inhibicion del crecimiento deM.
roreria bajas concentraciones de 10pL/mL, que inhibe el 88,3%. Es notoria la relacion
concentracion/porcentaje de inhibicién, observandose una proporcionalidad con el aumento de la
concentracion a 50uL/mL, determinando que se alcanzé una inhibicion del 96% del crecimiento del
hongo. Esto determina que las concentraciones oscilan entre 10 y 50uL/mL son prometedores para
el desarrollo futuro de bioproductos que involucran aceites esenciales con un perfil quimico
comparable.

Tabla 2.Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y valores de inhibicién porcentual por tratamiento.

Shapiro-Wilk

Tratos % inhibicién GR * (cm/dia) - .
X gl Sig.
T1 (5uL/mL) 28.27 0.75 1.76 3 0.342
T2 (10pL/mL) 88.29 0.25 0.97 3 0.917
T3 (50pL/mL) 95.99 0.05 0.20 3 0.391
T4 (100pL/mL) 98.96 0.033 0.04 3 0.000
T5 (496pL/mL) 100.00 0.00 0.00 3 0.000
T6 (control-) PDA 0.00 0.83 2.63 3 0.000
T7 (control +) 100.00 0.00 0.00 3 0.000

Oxicloruro de fosforo (Cu2(OH)3cl)

* Tasa de crecimiento por dia; T1-T7 = Tratamientos; X=Significar; gl = Reproducibilidad; Sig. =pag-valor < 0,05.
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La prueba estadistica realizada muestra que los datos son normales (Figura de material

complementario S1), determinada por elpag-vélg lgresyerhapae d[05, par loesanpoida biépddesis
wempo NUlA Nt T5 y T7 (0.000), pero se acepta que la

se obtiene un comportamiento normal para los demads datos. Para elegir el mejor tratamiento, una comparacién
maltiple hijo entre tratamientos, para lo cual se utilizé la prueba de Tamhane (Tabla de
(Suplemento €NtMateriales S2), debido a que los datos analizados no mostraron homogeneidad
entre varianzas. Esto demostré que T5 tiene diferencias significativas en comparacién con los otros
tratamientos, thi S wopodria ser la de mayor grado de inhibicién, ya que produce
un didmetro promedio reunioer crecimiento de 0.04667 cm menor que T4, siendo este Ultimo el segundo mejor de
tratamiento en te wioreficcinhibicion del fitopatégeno. En cuanto a los demds tratamientos que presentaron
mostré significado nopeder diferencias, se considerd a T6 y T7 como tratamientos control (Cuadro2).
Los ensayos antifiingicos Sh_Onhibicién de la boda deM. rorericrecimiento por el tratamiento T2 (10pL/mL);
sin embargo, la actividad de los aceites esenciales fue mas estable en el tratamiento T4 (100uL/mL)
durante el periodo de estudio (7 dias) (Figura4).
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Figura 4.Diagrama de caja comparativo de crecimiento biométrico en el dia 7 entre tratamientos evaluados contra

M. roreri.

Los principales compuestos deZ. caribaeumson germacreno D, (mi)-B-farneseno, (mi)-
nerolidol y biciclogermacreno. Sin embargo, cabe sefialar que los compuestos (mi)-B-farneseno, (
mi)-nerolidol y bicyclogermacrene son componentes de aceites esenciales que exhiben actividad
antimicrobiana, pero tal actividad no se les puede atribuir [39]. Estudios han evaluado el efecto
inhibitorio del aceite esencial (AE) deZ armatumsobre el hongo filamentoso Aspergillus flavus. El
aceite esencial mostré una composicién quimica donde sus compuestos mayoritarios fueron
linalool (41,73%), D-limoneno (13,24%), -felandreno (7,53%), transnerolidol (6,30%) y terpinen-4-ol
(5,33%). Cuando se evalué el aceite, mostré una disminucion en el crecimiento radial deA. flavusy
también cuando se realiz6 un estudio microscépico se observé que el micelio se redujo
considerablemente, asi como el nimero de colonias a temperatura ambiente [40]. Por el contrario,
llama la atencion la alta concentracién de germacreno D, y cabe sefialar que existe una relacion
directa entre la presencia de esta sustancia y la actividad antifungica. Varios estudios han
demostrado actividad antifingica en diferentes grupos de hongos. Un ejemplo de ello son los
aceites esenciales ricos en germacreno extraidos de especies comoartemisa campestris, que han
mostrado actividad antifangica in vitro contraFusarium graminearum, que ataca cultivos como el
arroz, la avena y el maiz [40]. También se ha demostrado que inhibe el crecimiento de hongos
fitopatdgenos, incluidos variosfusariumespecies, Botrytis cinerea y Alternaria solani41-43]. En
Glechonespecies, se ha constatado la capacidad antifungica frente a hongos de interés humano
como Candida, y el aceite extraido tiene en comun que el germacreno D es uno de sus principales
componentes [44]. En Buddleja perfoliatay Pelargonium graveolensespecies, el aceite esencial
extraido mostré una
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actividad tifungica contra diversos hongos que afectan la poscosecha de las plantas. En particular, este
aceite mostré una amplia actividad contra las cepas deAspergillus amylovorus,A. flavus,un nombre, un
ostiano, Eurotium halophilicum, Eupenicillum hirayamae, Penicillium cinnamopurpureumy

P. viridicatumvariedad yo [45].

4. Conclusiones

En el aceite esencial deZ. caribaeum, se identificaron los principales compuestos, principalmente
moléculas de germacreno D (228.0#1,6 mg/g EO),(MI)-B-farneseno (128,0#1,5 mg/g EO), B-elemeno
(116,0£1,6 mg/g EO) y(mi)-nerolidol (74,0#2,2 mg/g EO) en su composicidon quimica. El aceite esencial fue
probado contra el basidiomicetoM. roreri, un hongo que afecta la produccién de cacao a nivel mundial y
por lo tanto tiene un impacto particular en la economia familiar. Los resultados muestran un potencial
prometedor de este aceite en concentraciones entre 50puL/mL y 100uL/mL, donde mostré un porcentaje
de inhibicion del 96% y 99%, respectivamente, concentraciones suficientes para mantener bajo control el
crecimiento del hongo. Ademas, cabe sefialar que, aunque se encontraron cuatro compuestos
principales, el germacreno D es la sustancia a la que se le atribuye una actividad antifangica del 26,4 %
en base a los antecedentes mostrados. Los otros tres compuestos se encontraron en aceites que
mostraban actividad antimicrobiana; sin embargo, sus concentraciones no son apreciables, pero se
puede especular que su efecto combinado potencia la actividad antimicrobiana. Este es un paso hacia el
desarrollo de bioproductos para el control fitosanitario sostenible de los microorganismos que infestan
los cultivos de cacao.

Materiales complementarios:La siguiente informacién de apoyo se puede descargar en: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/chemosensors11080447/s1, Tabla S1: Curvas de calibracién para la
cuantificacién de compuestos enZ. caribaeumaceite esencial; Tabla S2: Anélisis descriptivo del crecimiento deM.
rorerien las diferentes concentraciones de aceite esencial deZ. caribaeurm;, Figura S1: Diagrama QQ normal del
didmetro medio de crecimiento deM. roreritratada con aceites esenciales deZ. caribaeum.

Contribuciones de autor:Conceptualizacién, MF-E., AJ-G., CA, ES, NPB y OG-B.; metodologia, DD,
MF-E., RS-B. y OG-B.; validacién, CA, ES, NPB, JC, DB-P. y OG-B., curacién de datos, RS-B. y MF-E.;
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