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Evaluacién preliminar de la actividad fungicida de los aceites
esenciales de eucalipto (Eucalyptus tereticornis, Myrtaceae) y
cascara de naranja (Citrus sinensis, Rutaceae) sobre algunos
hongos filamentosos

Preliminary evaluation of fungicidal activity of essential oils of eucalyptus
(Eucalyptus tereticornis, Myrtaceae) and orange peel (Citrus sinensis, Rutaceae)
on some filamentous fungi
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Resumen. Se evalu la actividad antifingica de los aceites esenciales de Eucalyptus sp
(Myrtaceae) y cdscara de naranja, Citrus sinensis (Rutaceae) a diferentes concentracio-
nes frente a los modelos biolégicos: Trichoderma harzianum, Absidia sp y Fusarium
oxysporum, hongo que es considerado como un patdgeno importante de humanos y
plantas. El aceite esencial de eucalipto inhibié completamente el crecimiento de este
hongo a 3000 ppm, mostrando mayor potencial inhibitorio que el fungicida comer-
cial Dithane empleado a 10000 ppm. Los hongos Absidia sp y Trichoderama harzia-
num resultaron ser mds susceptibles a los componentes del aceite y su crecimiento
fue inhibido por completo a 1000 ppm. El aceite esencial de cdscara de naranja fue
menos efectivo y solamente mostrd actividad fungicida sobre el hongo Trichoderma
harzianum a 11000 ppm.

Palabras clave: Actividad fungicida, aceites esenciales, Eucalyptus tereticornis, cdscara
de naranja, Hongos filamentosos.

Abstract. The antifungal activity of essential oils of Eucalyptus sp (Myrtaceae) and
orange peel Citrus sinensis (Rutaceae) has been evaluated in different concentrations
against biological models: Trichoderma harzianum, Absidia sp and Fusarium oxyspo-
rum, a fungus that is considered an important pathogen of humans and plants. Eu-
calyptus essential oil completely inhibited the growth of the fungus at 3000 ppm,
showing higher inhibitory potential than the commercial fungicide Dithane at 1000
ppm. The fungi Absidia sp and Trichoderama harzianum proved to be more susceptible
to the components of the oil and their growth was completely inhibited at 1000 ppm.
The essential oil from orange peel was less effective and showed antifungal activity
only on Trichoderma harzianum at 11000 ppm.

L. Grupo Interdisciplinario de Estudios Moleculares (GIEM) Universidad de Antioquia, Box 1226, Medellin.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones invasivas por hongos siguen siendo una causa importante de morbi-
lidad y mortalidad en pacientes que reciben trasplantes y en aquellos que presentan
inmunocompromiso (Erjavec y Verweij, 2002). Este aspecto se explica en gran parte
por el desarrollo de mecanismos de resistencia primaria y secundaria a los antimicéti-
cos entre algunas especies de hongos, seguido de la problemadtica en la administracién
inadecuada de medicamentos fungistdticos que al prolongar el tratamiento por largos
periodos de tiempo permiten la seleccion de clones resistentes (Schelz, 2006; Mesa

et al., 2004).

El ndmero de antifingicos disponibles para tratar las micosis invasoras por hongos
filamentosos es muy escaso. Entre los mds usados se encuentran los de tipo polieno
como las nistatinas los de tipo azol y triazol como el fluconazol y algunos de menor
uso como las sordarinas (Odds ez /., 2003). La eficacia de éstos para el tratamiento
de las micosis sistémicas graves es limitada, lo cual puede explicarse por la falta de
técnicas que diagnostiquen la infeccién de forma precoz, por la toxicidad y las limi-
taciones que presenta la dosificacién de algunos fdrmacos como la anfotericina B, las
escasas alternativas terapéuticas, y la aparicién de cepas con resistencia secundaria a

los antifiingicos o de especies con resistencia intrinseca (Alvarado ez al., 2002; Quin-
dos y Eraso 2008).

El descubrimiento de nuevos antifngicos se basa en la exploracién diferentes fuentes
de compuestos biactivos, entre las que se encuentran las especies de plantas conocidas
hasta el momento que oscilan entre 250.000 y 500.000 (Vepoorte, 1998; Cowann,
1999). Las plantas sintetizan metabolitos secundarios como las fitoanticipinas y las
fitoalexinas, que utilizan para defenderse de la infeccién por agentes fitopatégenos,
entre ellos los hongos (Farnsworth ez al., 1985; Taylor, 1998; Osbourn, 1999). Otras
moléculas producidas por las plantas son las ficodefensinas, de naturaleza peptidica
y ricas en cisteina, con capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos al producir
en ellos cambios morfolégicos y dafo en algunas estructuras celulares (De Lucca,
1999; Selitrennikoff, 2001). Por esta razdn, dichas moléculas pueden ser candidatas
para estudios iz vitro contra agentes micéticos implicados en infecciones humanas y

también sobre hongos fitopatégenos que atacan a las plantas (Taylor, 1998; Mesa e#
al., 2004; Agrios, 2005)
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Dentro de los metabolitos secundarios con actividad fungicida se encuentran los
provenientes de la fraccién liquida voldtil que contiene las sustancias responsables
del aroma de las plantas (Harbone, 1998) o aceites esenciales. Generalmente son
mezclas complejas de hasta mds de 100 componentes de bajo peso molecular como
compuestos alifiticos simples, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y dcidos, que
hacen parte de los monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (Mesa ez al., 2004;
Schelz, 20006)

Los aceites esenciales son conocidos por ejercer actividad antimicrobiana (Chaibi ez
al., 1997; Jaya y Dubey, 2001; Murillo y Linares, 2002; Ramezani ez al., 2002; Mesa
et al., 2004; Sacchetti ez al., 2005; Senhaji ez al., 2005; Schelz ez al., 2006; Inouye
et al., 20006; Barreto ez al., 2006). Aunque el mecanismo por el cual actGan no estd
totalmente entendido, puede involucrarse en éste la destruccién de la membrana
microbiana por los constituyentes lipofilicos que poseen (Schelz ez al., 2006; Keeler,
1991), y estudios recientes reportan otros efectos como cambios en la morfologia del
hongo que incluyen danos sobre estructuras como conidias, macroconidias e hifas,
asi como la disminucién en la produccién de micotoxinas (Park ez al., 2009).

De las plantas del género Eucalyptus se obtienen varios aceites esenciales, extractos
e infusiones con actividad antimicética, compuestos principalmente por el compo-
nente activo 1,8-cineol que se encuentra en un rango de concentracién entre 54% y
95% (Mellado ez al., 1998). Muchas especies de este género, entre las que se incluyen
E. camandulensis, E. citriodora, E. globulus, E. tereticornis, E. robusta, entre otras,
han mostrado efectos contra una amplia variedad de hongos filamentosos de los
géneros Fusarium, Aspergillus, Phyphthora y Botrytis conocidos como fitopatégenos
en diferentes cultivos de importancia comercial (Ramezani ez al., 2002; Alitonou
et al., 2004; Batish er al., 2008). Ademds, el aceite esencial de naranja (Citrus si-
nensis) especialmente el que se obtiene de la cdscara, presenta un alto contenido de
monoterpenos representados en gran mayoria por el limoneno, y otros monoterpe-
nos oxigenados como linalol y cineol que se encuentran en menor proporcién. La
mezcla de componentes de este aceite esencial ha demostrado actividad inhibitoria
de crecimiento en diferentes cepas de hongos entre los que se encuentran algunas
especies del género Aspergillus y Penicillium como A. niger, A. flavus, R verrucosum,
P chrysogenum, P digitatum y P itacum, hongos que se encuentran asociados con el

deterioro de alimentos y productos de poscosecha (Caccioni ez al., 1998; Ruiz ez al.,
2002; Martos et al., 2006)

En publicaciones mds recientes sobre aceites esenciales con potencial terapéutico en
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el tratamiento de micosis humanas se encuentran estudios en los cuales se ha repor-
tado la actividad antidermatofitica del aceite esencial y otras fracciones orgdnicas ex-
traidas de plantas como Magnolia liliflora, evaluada contra varias cepas de hongos ta-
les como Microsporus canis, Trichophyton rubrum y T. metagrophytes, hongos asociados
con infecciones de la piel en humanos (Bajpai ez al., 2009). En este mismo contexto
Warnke y otros (2009) discuten la eficacia de los aceites esenciales de eucaliptus,
lavanda, canela, menta y clavo contra microorganismos resistentes a los antibiéticos
de ambientes hospitalarios dentro de los que se contemplan bacterias como S. aureus
y algunas levaduras del género Candida.

Por lo anterior, este trabajo plantea la posibilidad de buscar en los aceites esenciales
alternativas terapéuticas eficientes, que brinden mds y mejores opciones para contra-
rrestar el cardcter patdgeno en humanos y fitopatégeno de hongos como fusarium
oxysporum, parasito de mds de 100 especies de plantas entre gimnospermas y angios-
permas (Garces et al., 2001), relacionado también con infecciones de piel, meninges,
sangre, cerebro, esdfago, ojos y artritis en humanos, especialmente si presentan inmu-
nocompromiso causado por VIH (Godoy ez al., 2004; Fonseca ez al., 2007). Por su
parte algunas especies del género Absidia'y Trichoderma, hongos que son habitantes
del suelo, se encuentran relacionadas con la contaminacién de ambientes interiores y
productos almacenados (Conway, 1983; Fakhrunnisa y Ghaffar, 2006) se usardn en
este trabajo para tener una idea mds amplia del espectro de actividad fungicida de los
aceites esenciales de cdscara de naranja y Eucalyptus tereticornis.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal y extraccién de aceites esenciales

Hojas de un drbol de Eucalyptus tereticornis ubicado en la Universidad de Antioquia y
previamente clasificado por el herbario de la misma institucién, y cdscaras de naranja
recientemente peladas fueron recolectadas y sometidas a extraccién de aceites esen-
ciales por el método de hidrodestilacién. El aceite obtenido en cada caso fue secado
sobre sulfato de sodio anhidro y almacenado en un recipiente dmbar a temperatura
ambiente para su posterior uso.

2.2 Reactivos y medios de cultivo

Fungicida Dithane FMB 1% utilizado como control positivo.
Medio de cultivo: Agar papa dextrosa (PDA).
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2.3 Microorganismos modelo de ensayo

Se utilizaron cepas de los hongos Fusarium oxysporum f; Absidia sp y Trichoderma sp.
proporcionadas por el cepario del laboratorio de microbiologia del grupo GIEM de
la Universidad de Antioquia.

3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
3.1 Método de difusién en agar

Se prepararon los medios de cultivo utilizando papa dextrosa agar (PDA) incorpo-
rando en un volumen de 13 mL de agar cantidades determinadas de aceite esencial
para obtener concentraciones finales tomadas como referencia de ensayos anteriores.
Las concentraciones fueron de 10 a 4000 ppm para el aceite esencial de eucalipto y
de 100 a 12000 ppm en el caso del aceite de cdscara de naranja. La mezcla se homo-
genizd y se sirvi6 en cajas de petri estériles, y después de su solidificacion los medios
de cultivo se inocularon con una rodaja de 0,5 cm de didmetro del micelio del hongo
respectivo. Como blanco se usé medio de cultivo sin incorporacién de aceites esen-
ciales, y como control positivo se utilizé el fungicida comercial Dithane FMB a la
concentracion recomendada (1% w/v), la cual es equivalente a 10000 ppm.

3.2 Método de analisis

3.2.1 Calculo del porcentaje de inhibicion

Luego de observar el crecimiento de los modelos biolégicos sometidos a las condicio-
nes establecidas, se obtuvieron didmetros de crecimiento que permiten obtener los
porcentajes de inhibicién.

% inhibicién = [didmetro control (cm) — didmetro extracto (cm)]/ Didmetro control (cm) x 100.

3.2.2 Evaluacion de la cinética de crecimiento

Se llevé control de la cinética de crecimiento tomando diariamente medidas del dié-
metro de crecimiento del micelio en cada tratamiento hasta que los hongos en el
blanco abarcaron el didmetro completo de la caja de petri (9 cm), y se realizaron tres
réplicas por cada tratamiento.
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4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA 50 (CL,)
Y MININA INHIBITORIA (CMI) MEDIANTE MODELOS DE REGRESION
SIMPLE

Las concentraciones (CL, ) y (CMI) se calcularon a partir de los valores obtenidos para
los porcentajes de inhibicién de las concentraciones evaluadas para cada uno de los mo-
delos biolégicos, buscando el mejor modelo de ajuste en cada uno de los casos. También
se realizaron andlisis de varianza ANOva entre las medias de los porcentajes de inhibicién
de cada uno de los tratamientos usando el programa Statgraphic version XV.I.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad ejercida por los componentes del aceite esencial de eucalipto sobre las
cepas de hongos evaluados muestra en todos los casos un efecto dependiente de la
concentracion de aceite. Los hongos presentaron un diferente nivel de susceptibili-
dad frente al aceite esencial de eucalipto. El mds afectado fue el hongo 7. harzianum,
inhibiéndose por completo su crecimiento a una concentracién de 1000 ppm, tal
como se aprecia en el gréfico 1. El hongo Absidia sp también fue inhibido completa-
mente a esta misma concentracidon de aceite esencial, mientras que F oxysporum, el
hongo menos afectado por los componentes de este aceite, fue inhibido a 3000 ppm.
El efecto causado por el aceite esencial de E. tereticornis se aprecia con mds detalle en
los gréficos 2 y 3 respectivamente.

Efecto del aceite esencial de E. tereticornis sobre Absidia sp
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Grifico 1. Efecto del aceite esencial de E. tereticornis a diferentes concentraciones sobre el creci-
miento del hongo 7. Harzianum.
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Efecto del aceite esencial de E. tereticornis sobre T. harzianum
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Grifico 2. Efecto del aceite esencial de E. tereticornis a diferentes concentraciones sobre el creci-

miento del hongo Absidia sp.

Efecto del aceite esencial de E. tereticornis sobre F. oxysporum
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Grifico 3. Efecto del aceite esencial de E. tereticornis a diferentes concentraciones sobre el creci-

miento del hongo F oxysporum.

El andlisis de varianza realizado mostré que existen diferencias estadisticamente sig-

nificativas al 5% entre las medias

de los porcentajes de inhibicién de los tratamien-

tos para todos los ensayos realizados con cada una de las cepas sometidas al aceite

esencial de eucalipto respecto al

control. Lo anterior muestra que en general los

aceites esenciales que se extraen de plantas del género Eucalyptus resultan ser buenos

candidatos para la bisqueda de componentes activos contra hongos, como se ha evi-

denciado en otros estudios en los

biolégica (Bakkali ez al., 2008).

que se documenta su amplio espectro de actividad
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La evaluacién de la actividad fungicida del aceite esencial extraido de la cdscara de
naranja sobre las cepas de hongos antes mencionadas fue mucho menor si se la com-
para con la mostrada por el aceite de eucalipto, ya que los hongos F oxysporum y
Absidia sp no fueron afectados por los componentes de ese aceite esencial en ninguna
de las concentraciones evaluadas (de 100 a 12000 ppm). 7. harzianum fue inhibido
empleando altas concentraciones de aceite esencial (11000 y 12000 ppm), mientras
que las demds concentraciones evaluadas ejercieron un efecto fugistdtico sobre este
hongo (grifico 4). Como se puede apreciar, estas concentraciones resultan bastante
altas, incluso superando el valor méximo recomendado para productos comerciales
con actividad fungicida, las cuales es encuentran alrededor del 1%. Estos resultados
diferenciales en la actividad fungicida de aceite de naranja indican que existe una
estrecha relacién entre la composicion del aceite esencial empleado y la actividad
biolégica, ya que la composicion de voldtiles puede variar afectando el grado de acti-
vidad observado. Incluso algunos aceites esenciales con actividad fungicida conocida
pueden resultan ineficaces cuando son evaluados sobre otras cepas de hongos o bajo
condiciones diferentes (Aldred ez a/., 2008). Sin embargo el aceite esencial de cdscara
de naranja ha demostrado, en estudios anteriores, actividad fungicida sobre una mo-
desta variedad de hongos fitopatdgenos (Caccioni ez al., 1998).

Efecto del aceite de cascara de naranja sobre T. harzianum
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Griéfico 4. Efecto del aceite esencial de cdscara de naranja a diferentes concentraciones sobre el
crecimiento del hongo 7. harzianum.

El fungicida comercial Dithane, considerado como un fungicida de amplio espectro
y cuyo ingrediente activo es el mancozeb, se usé en este estudio como control posi-
tivo a la concentracién recomendada por el fabricante (1% w/v), concentracién que
es equivalente a 10000 ppm. Este fungicida mostré actividad fungistdtica sobre los
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hongos 7. harzianum, F oxysporum y Absidia sp, con porcentajes de inhibiciéon de
33.33, 44.44 y 50% respectivamente. En todos los casos la actividad mostrada fue
inferior a la manifestada por el aceite de eucalipto a concentraciones mucho meno-
res, ya que si tomamos como referencia una de las concentraciones en los ensayos
realizados, podemos ver coémo a 1000 ppm, concentracién que es 10 veces inferior
a la usada con el Dithane, el aceite esencial de eucalipto mostré en todos los hongos
porcentajes de inhibicién mayores a los obtenidos con ese producto comercial, y en
caso de dos de los hongos (7. harzianum 'y Absidia sp) esta concentracién fue suficien-
te para inhibir por completo el desarrollo del micelio.

Mediante los modelos de regresién simple ajustados y obtenidos con los porcentajes
de inhibicién, tomados en el punto final de la cinética de crecimiento para cada uno
de los hongos, se calcularon la CL | y CMI (éstas se resumen en la tabla 1). En esta
tabla también se pueden apreciarlos valores obtenidos para el hongo 7" harzianum
tratado con aceite de naranja.

Tabla 1. Concentraciones minina inhibitoria (CMI) e inhibitoria 50 (CI, ) calculadas a partir de
los modelos de regresién simple para la actividad fungicida de los aceites esenciales de eucalipto y
céscara de naranja.

p- valor
del modelo

Hongo Modelo de regresion R2 CI50 CMI

Foxysporum %Inhibicién = sqrt(608,619 + 0,0000 0,991474 | 588,929 | 2924,2
3,21156*Concentracién)

T. harzianum %Inhibicién = -1,80203 + 0,0199 0,980144 | 184,986 | 825,09
3,30838*sqrt(Concentracién)

Absidia sp %Inhibicién = 5,0337 + 0,0028 0,982407 | 245,167 | 946,85
3,30611*sqrt (Concentracién)

**T. harzianum Inhibicién = 7,58793 + 0,0029 0,982 7793,07 | 11503,5
6,98348E-7* Concentracién”2

** 1. harzianum tratado con aceite esencial de cdscara de naranja

En el caso del aceite de eucalipto las concentraciones CMI calculadas para cada uno
de los hongos resultan ser bastante moderadas, y se encuentran dentro del rango re-
portado por otros investigadores en el marco de estudios sobre la actividad fungicida
de aceites esenciales de eucalipto (Barreto ez al., 2006; Bakkai ez al., 2008; Batish ez
al., 2008). Estos valores generalmente se encuentran entre 10 ppm y 3000 ppm, pero
incluso algunos consideran concentraciones superiores que llegan al 1%.
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Los valores de la tasa de crecimiento registrados por los hongos en los medios de cul-
tivo blanco fueron los que se relacionan a continuacién. Para 7 Harzianum, 1,603
cm/dia; F oxysporum crecié a razén de 1,145 cm/dia, mientras que Absidia sp lo hizo
a 1,408 cm/dia. Estos datos indican que los hongos se pueden usar como modelos
biolégicos para evaluaciones de compuestos o extractos con actividad fungicida en
un periodo de aproximadamente una semana, tiempo en el cual los hongos sin trata-
miento han colonizado por completo el medio de cultivo. Lo anterior podria facilitar
la toma de datos y disminuir el riesgo de contaminacién generada por la manipula-
cién de hongos que crecen a una tasa demasiado baja.

6. CONCLUSIONES

Los aceites esenciales representan una buena alternativa para la basqueda de nuevas
posibilidades en el control de hongos filamentosos en contextos agricolas, y en el
posible tratamiento de micosis superficiales en humanos. El aceite esencial de Eu-
calyptus tereticornis mostré tener un buen espectro de actividad fungicida a concen-
traciones moderadas sobre los hongos filamentosos evaluados en este trabajo. Sin
embargo es necesario realizar ensayos sobre otras cepas de interés de tal forma que se
pueda tener una idea mds amplia de la actividad fungicida de este aceite, y se pueda
posteriormente comenzar a validar su uso seguro para diferentes aplicaciones médi-
cas o agricolas.
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