FCA Universidad Nacional de Cordoba
Facultad de Giencias Facultad de Ciencias Agropecuarias
Agropecuarias Escuela Para Graduados

ESTRATEGIAS DE MANEJO DE Aspergillus flavus Y
Penicillium spp. PARA LA REDUCCION DE LOS NIVELES DE
MICOTOXINAS EN MAIZ

Ing. Agr. Boris Xavier Camiletti

Tesis
Para optar al Grado Académico de
Doctor en Ciencias Agropecuarias

Cordoba, 2018



ESTRATEGIAS DE MANEJO DE Aspergillus flavus Y Penicillium spp. PARA LA
REDUCCION DE LOS NIVELES DE MICOTOXINAS EN MAIZ

Ing. Agr. Boris X. Camiletti

Comision Asesora de Tesis

Director: Dra. Maria de la Paz Giménez Pecci
Codirector: Dr. Enrique 1. Lucini

Asesor: Dr. Rubén H. Olmedo

Tribunal Examinador de Tesis

Dr. Daniel A. Presello

Dra. Romina Pizzolitto

Dr. Rubén H. Olmedo

Presentacion Formal Académica

2 de marzo de 2018

Facultad de Ciencias Agropecuarias
Universidad Nacional de Cérdoba

il



Agradecimientos

Al terminar el presente trabajo, creo que es una buena oportunidad para expresar mi
gratitud hacia aquellas personas que han permitido que mi tesis concluya de la mejor manera.
Durante estos 5 afios me han ayudado a formarme en el terreno profesional pero mas importante
aun, en lo personal.

En primer lugar, quisiera agradecer a mi codirector Dr. Enrique I. Lucini por haberme
abierto las puertas de su equipo de trabajo. Desde el primer dia en que me acerque con mis
inquietudes demostraste predisposicion a pesar de que no nos conociamos personalmente.
Muchas gracias por despertar en mi el interés como investigador y por crear una atmdsfera de
trabajo muy a gusto. Me complace decir que después de todo estos afios de trabajo en conjunto
hemos establecido una amistad que supera la relacion profesional.

También me gustaria agradecer a mi directora Dra. Maria de la Paz Giménez Pecci por
sus consejos y su buen humor en todos los momentos. Gracias por hacerme sentir importante
dentro del grupo “enfermedades de maiz” y por permitirme descubrir a la fitopatologia como
algo motivador.

A mi asesor Dr. Rubén H. Olmedo, muchas gracias por todo el conocimiento transmitido
en el mundo de los aceites esenciales.

Quisiera agradecer al Dr. N. Rubén Grosso por siempre considerarme parte de su grupo
de trabajo. Muchas gracias por toda tu ayuda.

Agradezco inmensamente a mis compaferas de trabajo, ante todo por su amistad y por
haberme instruido dentro del laboratorio. Patricia Quiroga y Mariana Larrauri muchas gracias
por toda su ayuda desde los inicios. Agradezco a Paula, Anto y Ceci R., por su apoyo y sobre
todo por la paciencia. Judith y Ceci P., nos conocemos hace poco pero espero que nuestra
amistad prospere. A mi amigo y compaiiero de doctorado Pablo, muchas gracias por todo.

A mis compaieros de la catedra de Microbiologia Agricola que me han recibido muy
bien desde el primer dia en que me incorporé como docente. Carolina Merlo Y Carolina Vazquez
muchas gracias por el apoyo y sobre todo por la paciencia.

A mis compaiieros del IPAVE-INTA, Fernanda, Mariana, Javier y Jorge, muchas gracias
por su apoyo y buena onda. Agradezco especialmente a la Dra. Karina Torrico por su paciencia
durante todas las horas de trabajo compartidas. Muchas gracias por toda tu ayuda.

Quiero agradecer al Dr. Julio Zygadlo y a todo su equipo de trabajo por su predisposicion
y colaboracidén en numerosos aspectos.

Durante mi estadia en la UC Davis conoci a investigadores que me ayudaron
incondicionalmente en lo profesional y en lo personal. Quiero agradecer especialmente a mi

il



director de pasantia, Dr. Themis J. Michailides, por todo su apoyo, por invitarme a conocer su
laboratorio y por ayudarme a conseguir los fondos para la realizacién de mi pasantia. Agradezco
inmensamente al Dr. Juan Moral por todo el conocimiento transmitido mas allad de aquel
relacionado a lo laboral.

Finalmente, agradecer a mi soporte fundamental, que supone mi familia, en especial a
mis padres, hermanos y mi abuela Irene. Agradezco a mi abuela Sara que, a pesar que te fuiste
antes que todo esto comenzara, ain te siento muy presente. Claudia, te agradezco por ser mi
compaifiera de vida y por hacerme mejor persona cada dia. Gracias por tu apoyo incondicional
en todas mis decisiones jTe amo mucho!

Y



Dedicatoria

A Claudia y Antonio, por traer tanta felicidad a mi vida.



RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos mas importantes de Argentina, sembrado en nueve
regiones (I a IX) con diferentes condiciones ambientales.En la ultima década, las regiones I y
IV han desarrollado un marcado incremento en el area sembrada. Los géneros Aspergillus y
Penicillium incluyen patdégenos prevalentes causantes de la “podredumbre de la espiga”. Si bien
el rendimiento es afectado, también se produce una pérdida de calidad de grano debido a la
presencia de micotoxinas. En algunas campéfias agricolas, la industria himeda del maiz ha
rechazado mas del 30% de los granos provenientes directamente de campos de las regiones I y
IV por posible contaminaciéon con aflatoxinas (AF). Aspergillus flavus es considerado el
principal agente causal de esta contaminacion, pero también produce acido ciclopiazdnico
(CPA), de alta toxicidad para humanos y animales. En otros paises, existen productos
comerciales para el biocontrol de aflatoxinas a campo, formulados con aislados atoxigénicos de
A. flavus. Los aceites esenciales (AEs) sintetizados por plantas aromdticas poseen demostrada
actividad antifungica y se consideran seguros para el ambiente. El objetivo de este trabajo de
tesis fue identificar potenciales agentes de biocontrol nativos y AEs efectivos para el manejo de
A. flavus y Penicillium spp. Para alcanzar este objetivo se realizo: (a) Identificacion de los
géneros fungicos presentes en espigas cultivadas en las regiones I y IV en dos campaiias
agricolas; (b) caracterizacion de la poblacion nativa de A. flavus e identificacion de aislados
atoxigénicos con habilidad competitiva; (c¢) determinacion de los principales componentes de
los AEs de orégano, menta, suico, laurel, romero y aguaribay cultivados en Argentina; (d)
evaluacion de la actividad antifungica de los AEs contra cepas nativas de A. flavus y Penicillium
spp.; estudio del efecto oxidativo en lipidos como modo de accidn; (e) estudio de interacciones
entre los AEs y con fungicida sintético para el control de A. flavus y P. minioluteum. Fusarium
fue el género con mayor incidencia y severidad, seguido por Penicillium y Aspergillus. A. flavus
estuvo presente en ambas regiones estudiadas, la mayoria de sus aislados (#=83) no formaron
esclerocios, 30% produjo AFs, 84% CPA y solo 16% fueron atoxigénicos. Entre los no
productores de AF, se registraron dos grupos de compatibilidad vegetativa mayoritarios. Los
aislados AS03145 y AS04322 redujeron mas del 70% el contenido de micotoxinas en granos de
maiz, clasificindose como potenciales agentes de biocontrol. Los compuestos bioactivos en los
AEs fueron: timol en orégano, mentol en menta, eucaliptol en laurel y romero, limoneno en
suico y aguaribay. El AE de orégano presento6 la mejor actividad antifingica. Los AEs de menta,
laurel y suico también fueron eficaces para el control de los hongos estudiados. La oxidacion de
lipidos fue marcada en suico, moderada en laurel y menta mientras que no se detect6 en orégano.
Las interacciones sinérgicas mas marcadas se observaron en combinaciones de orégano con
suico, laurel y mentas, posiblemente debido a su diferente modo de accion. Todos los AEs
tuvieron efecto aditivo con el fungicida sintético. 4. flavus se encuentra presente en granos de
maiz desde el cultivo con alta capacidad para producir toxinas. Aislados atoxigénicos nativos
mostraron caracteristicas aptas para agentes de biocontrol. Los AEs se presentan como una
herramienta para el control de A. flavus y pueden ser utilizados en aplicaciones a campo o en
poscosecha. Esta practica también contribuiria al control de Penicillium spp.

Palabras clave: aflatoxinas, acido ciclopiazdnico, sinergismo, control natural, biocontrol.
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ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) is one of the main crops in Argentina, widely grown in nine regions (I —
IX) under different agro-ecological conditions. In regions I and IV, the area planted with maize
has greatly increased. The fungal genus Aspergillus and Penicillium are prevalent in spoilage of
maize. In addition to the yield loss, this fungal species cause crop quality loss by the presence
of mycotoxins. In Argentina, maize industry rejected more than 30% of kernels for possible
contamination with aflatoxins (AF). Aspergillus flavus is considered as the major prominent
species associated with this contamination but also can produce cyclopiazonic acid (CPA) which
is highly toxic for both human and animal health. There are commercial products for biocontrol
of aflatoxins, formulated with atoxigenic isolates of 4. flavus. Essential oils (AEs) are natural
compounds with demonstrated antifungal activity. The goal of this thesis was to identify
potential native biocontrol agents and to control Aspergillus flavus and Penicillium spp. using
AEs. The experiments were: (a) identification of the main fungal genus present in maize ears
grown in regions I and IV; (b) characterization of the native 4. flavus population and
identification of potential biocontrol agents; (c) determination of major components in essential
oil of oregano, mint, suico, bay, rosemary and aguaribay; (d) assessment of antifungal activity
of AEs against Aspergillus y Penicillium spp; study of lipid oxidation as mechanism of action;
(e) study of interactions between AEs and chemical fungicide. Fusarium was the fungal genera
with the highest incidence and severity, followed by Penicillium and Aspergillus. Aspergillus
flavus was isolated from ears grown in both regions and most of the isolates did not produce
sclerotia. A 30% of the strains produced AF and 84% of them produced CPA. Only 16% of the
isolates were determined as atoxigenic. Two major vegetative compatibility groups VCGs were
identified within the non-aflatoxigenic population. The strains AS03145 and AS04322 reduce
the content of mycotoxins more than 70% and are presented as potential biocontrol agents. The
bioactive compounds in AEs were: thymol in oregano, menthol in mint, eucalyptol in bay and
rosemary, limonene in suico and aguaribay. Oregano presented the best antifungal activity.
Suico, mint and bay were also efficient to control the studied fungi. Suico showed a remarkable
lipid oxidation, while mint and bay had a moderate effect. This effect was not observed in
oregano. Synergistic interactions were observed in combinations of oregano with suico, mint
and bay due to their different mechanisms of action. All the AEs had additive effect with the
pesticide. 4. flavus, among other fungi, is present in maize ears with a high capacity to produce
mycotoxins. Native atoxigenic strains can be used as biocontrol agents. AEs are presented as
natural strategy to control 4. flavus in field or during the postharvest period. This tool would
also control Penicillium spp.

Key words: aflatoxin, cyclopiazonic acid, synergism, natural control, biocontrol.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los tres cultivos mas importantes en Argentina. Es el
insumo clave de una creciente variedad de industrias, que abarcan desde suuso como
alimento humano y forraje en produccion de carne o leche, hasta su procesamiento

industrial, cuyo producto final es bebida, alimento o biocombustible (MAIZAR, 2013).

Bajo ciertas condiciones ambientales, el maiz puede ser infectado por los hongos
causales de la “podredumbre de la espiga”. En esta enfermedad, el proceso de infeccion toma
lugar principalmente en dos periodos durante el desarrollo del cultivo. El primero y mas
importante, ocurre mediante colonizacion de los estigmas durante la floracion del cultivo, mas
precisamente en estado fisiologico R1. En madurez, el cultivo permanece vulnerable a la
contaminacion, momento en el cudl un segundo periodo de contaminacion puede ocurrir (Cotty
et al., 2008; Presello y Botta, 2004). Ademas de la pérdida de rendimiento, esta enfermedad
disminuye la calidad de grano por la presencia de micotoxinas. Estos patdgenos tienen la
capacidad de crecer en condiciones de baja disponibilidad de agua, pudiendo continuar su
crecimiento y sintesis de micotoxinas durante el almacenamiento de los granos (Presello y Botta,
2004). Dentro de estos patogenos, Aspergillus flavus ha recibido una gran atencion debido a la
alta toxicidad de sus micotoxinas, en especial las aflatoxinas. En el afo 2011, la industria
humeda argentina del maiz registr6 un rechazo promedio del 30% de las partidas de grano
provenientes de lotes con estrés hidrico, por posible contaminacion con estas micotoxinas
(reunion efectuada entre MINCyT Coérdoba, IPAVE-CIAP-INTA, ARCOR SAIC vy
CEPROCOR, Coérdoba, 2012).

Una forma muy empleada para controlar los hongos del maiz es el control quimico. Las
aplicaciones frecuentes de fungicidas sintéticos provocan una presion de seleccion que
resulta en el predominio de razas resistentes de los patogenos y en el consecuente

incremento de las dosis utilizadas para su control (Gullino et al., 2000). En general, estos



productos presentan una lenta tasa de degradacion, alta persistencia en suelo, acumulacion
en napas de agua y existen evidencias de que su uso provoca reducciones en las tasas de
multiplicacion de los hongos benéficos (Sosa-Gomez et al., 2003). Considerando los posibles
dafios ambientales y a la salud humana, la demanda de productos con nulo residuo de
fitoterapicos crece en el mundo y el uso de fungicidas se recomienda en caso de que
no existan otras estrategias de manejo de la enfermedad o como parte de un programa

integrado (Reis et al., 2002).

Actualmente se buscan alternativas de manejo de enfermedades que minimicen
el impacto ambiental negativo de los fungicidas sintéticos. En Estados Unidos y algunos paises
de Africa existen productos comerciales (4. flavus AF36 y afla-guard®) para el biocontrol de
aflatoxinas en maiz que son utilizados durante el desarrollo del cultivo como parte de las
practicas agrondmicas habituales. Este insumo es aplicado directamente en el suelo, entre el
estado de crecimiento V7 y la aparicion de los estigmas. El objetivo principal de esta practica es
evitar la colonizacion de los estigmas por parte de aislados de Aspergillus flavus productores de
aflatoxinas (Mehl et al., 2012). Otra alternativa es el empleo de aceites esenciales (AEs),
compuestos naturalmente elaborados por las plantas con el fin de protegerse de plagas y
enfermedades. Estas sustancias son consideradas seguras para el medioambiente y el consumo
humano. Los AEs han sido probados con éxito sobre numerosos hongos fitopatdgenos (Camiletti
et al., 2016; Passone y Etcheverry, 2014; Gadban, 2011; Lucini, 2004). Debido a sus
propiedades antimicrobianas, los AEs han sido aplicados para la conservacion poscosecha de

alimentos (Asensio, 2013; Saharkhiz et al., 2012; Bluma y Etcheverry, 2008).

LA PLANTA DE MAIZ

Desde el punto de vista botanico, el maiz pertenece a la familia de las poaceas siendo
una planta anual, de gran porte (1,2 a 3 m de alto) y con un extenso sistema radicular. Es una
especie de polinizacion cruzada con flores femeninas (espiga) y masculinas (panoja) ubicadas
en partes diferentes de una misma planta (Figura 1.1). El grano se desarrolla en la espiga que se
presenta comunmente en forma tnica en una planta. Los granos pueden presentarse de diferentes

colores como colorado o morado, pero principalmente son de color amarillo (FAO, 1992).



La planta de maiz puede definirse como un sistema metabodlico en el cudl el producto
final es principalmente almidon depositado en 6rganos especializados, constituyendo los granos
de maiz. El desarrollo de la planta de maiz puede separarse en dos estados fisioldgicos (FAO,

1992):

1. Estado vegetativo: desarrollo y diferenciaciéon de los diferentes tejidos hasta el

momento que aparecen los estigmas en la flor masculina.

2. Estado reproductivo: comienza con la fertilizacion de la estructura femenina en la

cual se desarrollardn los granos y termina con la senescencia de la planta.

La morfologia o arquitectura de la planta ha sufrido la presion de la seleccion que ha
resultado en una gran variabilidad en el nimero de hojas, altura de planta, posicion de la espiga,
numero de espigas por planta, ciclo de maduracidn, tipo de grano, numero de fila de granos y
nuamero de granos, entre otras caracteristicas. Los principales componentes del rendimiento

incluyen el numero y el peso de los granos (FAO, 1992).

EL GRANO DE MAIZ

Los granos de maiz, ubicados en la espiga, se desarrollan a través de los productos de
fotosintesis, absorcion radicular del agua y otros metabolitos sintetizados por la planta. La espiga
puede contener de 300 a 1000 granos dependiendo del nimero de filas como asi también del
largo y didmetro de la mazorca. El grano de maiz es botanicamente definido como una cariopsis
con cuatro estructuras principales: pericarpio (5-6%), aleurona (2-3%), endosperma (80-85%) y

germoplasma (10-12%) (FAO, 1992).

PRODUCCION Y CONSUMO MUNDIAL DE MAIZ

El maiz es cultivado mundialmente, aunque con diferencias entre paises para superficie
sembrada y rendimiento. Se estima que la produccion mundial de este cultivo alcanzaré los 1.049
millones de toneladas durante la campafia 2016/2017. La Tabla 1.1 presenta los principales
paises productores de maiz en el mundo, donde Estados Unidos, China y Brasil cosechan el 63,
21 y 9% de la produccion total (USDA, 2017b). El destino final de los granos es exportacion,

alimentacion de animales, consumo humano o industrializacion para la produccion de etanol.



En cuanto a consumo humano, los paises del Africa y Centro América representan los mayores

consumos con valores de 328 y 267 g/persona/dia, respectivamente (Ranum et al., 2014).

Figura 1.1. Estructura de la planta de maiz (Zea mays L.). A: espiga con granos de maiz; B:
espiga de maiz durante la floracion (flor femenina); C: panoja (flor masculina). Ilustracion
extraida de Blanco (1837).



Tabla 1.1. Produccion mundial de maiz y principales paises productores.

Pais Produccion de maiz (millones de toneladas)
2014/2015 2015/2016 2016/2017
Argentina 29,750 29,000 37,500
Brasil 85,00 67,000 91,500
Canada 11,487 13,559 13,200
China 215,646 224,632 219,554
Etiopia 7,235 5,050 6,300
Unioén Europea 75,734 58,410 60,295
India 24,170 22,570 26,000
Indonesia 9,000 10,500 10,200
México 25,480 25,971 26,000
Nigeria 7,515 7,000 7,200
Filipinas 7,671 6,970 7,900
Rusia 11,325 13,168 15,500
Serbia 7,700 6,000 7,500
Sudafrica 10,629 8,214 14,600
Ucrania 28,450 23,333 28,000
Estados Unidos 361,091 616,348 664,464
Otros 97,701 94,971 93,215
Total 1.015,584 961,854 1.049,246

PRODUCCION Y DESTINO DEL MAIZ EN ARGENTINA

La produccién argentina de maiz hasta mediados de la década del 90 promediaba 10
millones de toneladas; pero a partir de la campafia 1996/97 comienza a experimentar un
constante crecimiento, pasando de una tasa anual de crecimiento del 3,3% a una del 8,8%
(MAIZAR, 2013). Actualmente se pronostica un record para la produccion de este cultivo en
nuestro pais, que alcanzaria una produccion total de 39 millones de toneladas durante la campana

2017/2018 (USDA, 2017a).

La superficie sembrada con maiz en Argentina alcanza los 5 millones de hectareas,
distribuidas en nueve regiones (Figura 1.2) con diferentes condiciones agro-ecoldgicas a lo largo

del pais (INTA, 1997). La produccion se centra principalmente en las regiones VI, VIIL, IX y



zona este de las regiones IV y VII, que juntas constituyen la “region nucleo”. Estas regiones
concentran el 70% de la superficie total de maiz sembrado en el pais, y contribuyen con el 77%
de la produccion nacional. El resto de las regiones donde se produce maiz se conocen como
“regiones marginales”, en la cual se vienen verificando una serie de factores que estdn
beneficiando la producciéon de maiz en esta zona. El mejoramiento genético de la semillas
permiti6 la expansion del cultivo a zonas mas frias, secas, y menos fértiles que desembocaron

en el desarrollo de nuevas tecnologias para estas regiones (MAIZAR, 2013).

El principal destino del maiz argentino es la exportacion; por lo tanto, dada la incidencia
del costo de los fletes, la produccion de maiz se concentra principalmente en aquellas provincias
que estdn mas cerca de los puertos (MAIZAR, 2013). Del total producido, cerca del 65% es
exportado a mas de 150 paises, generando 4.000 millones de dolares por afio. Los principales
compradores de maiz argentino son Vietnam, Egipto, Algeria, Malasia y Sudafrica,
contabilizando esto un 57% del total exportado. Estos hechos hacen que Argentina sea el
segundo exportador mas importante del mundo. La ventana de exportacion para el maiz
argentino ha cambiado significativamente en los Gltimo cinco afios. El maiz temprano se cosecha
en los meses de marzo-abril, mientras que la cosecha de maiz tardio se realiza durante los meses

de junio-julio (USDA, 2017a).

En cuanto al consumo interno, estimado en 11 millones de toneladas para la campaiia
2017/2018, la principal demanda proviene del sector industrial (USDA, 2017a). Hoy en dia se
estd incrementando aceleradamente la demanda nacional de alimentos balanceados por el sector
pecuario. Es asi que, en el 2012 el destino de la produccion de maiz fue liderado por la ganaderia
bovina de carne, seguida por la avicultura, la lecheria y la ganaderia porcina. Este sector
demanda casi el 90% del maiz destinado a consumo interno mientras que el resto es utilizado
para molienda hiimeda y seca. La produccion de biocombustible ha tomado un rol relevante en
la cadena industrial de maiz. Es importante resaltar que, aunque en muy pocos casos, el maiz es

consumido por la unidad familiar como alimento (MAIZAR, 2013).



Figura 1.2. Mapa de la Republica Argentina indicando las regiones maiceras (I a IX) de acuerdo
a INTA (1997).



PODREDUMBRE DE LA ESPIGA DEL MAIZ

El cultivo de maiz puede ser afectado por enfermedades que se agrupan en dos clases:
las infecciosas y las no infecciosas. Las primeras son aquellas causadas por hongos, bacterias,
virus y nematodos, mientras que las segundas son causadas por exceso o deficiencia de
nutrientes, altas o bajas temperaturas, alcalinidad o acidificacion del suelo, entre otras causas
(Shurtleff, 1980). Dentro del tipo infeccioso, se encuentran las enfermedades conocidas como
“podredumbres de la espiga” causadas por hongos. Varios estudios han demostrado que los
géneros prevalentes son Fusarium spp., Aspergillus spp. y Penicillium spp (Presello y Botta,
2004). Las espigas afectadas presentan proliferacion de micelio que varia en color e intensidad
dependiendo del hongo que esté produciendo la infeccion (Figura 1.3). La mayoria de estos
patogenos son de tipo necrotrofo, con bajo nivel de especificidad, pudiendo proliferar tanto en
tejido vegetales vivos como en restos organicos (rastrojo) o directamente en el suelo (Presello y

Botta, 2004).

El proceso de infeccion se encuentra influenciado por diversos factores biologicos, como
la interaccion entre los patdgenos fungicos y el dafio por insectos, o fisicos como la temperatura,
actividad agua y presencia de fungicidas quimicos. El ciclo de las podredumbres de espiga
comienza a partir de esporas sexuales o asexuales que pasaron el invierno en cultivos invernales
o en rastrojo. Las esporas son transportadas mediante agentes abidticos (viento, impacto de las
gotas de lluvia) y bioticos (insectos, pajaros) hacia la espiga de maiz donde encuentran dos vias
principales de entrada; los estigmas en floracion y las heridas en los granos en desarrollo. La
colonizacion de los estigmas ocurre con mayor intensidad luego de la polinizaciéon y puede
prolongarse hasta la senescencia de los mismos. Una vez que los estigmas han sido colonizados,
las hifas pueden crecer a través de ellos y llegar al grano. Generalmente estos hongos no invaden
a través del pericarpio sano de los granos, pero cuando se encuentran heridas a través de las
chalas, unos pocos granos pueden ser colonizados y comenzar la infeccion (Presello y Botta,

2004).

Los granos afectados por la enfermedad presentan una menor densidad que los granos

normales y en algunos casos se observa una pérdida total de los mismos con el consecuente



impacto en el rendimiento. Presello y Botta (2004) senalaron una reduccién promedio de 1,25
g/planta por cada unidad de incremento del porcentaje de espiga infectada. Estas enfermedades
afectan tanto la productividad como la calidad del grano debido a la presencia de metabolitos
secundarios toxicos para humanos y animales, denominados micotoxinas. Las principales
micotoxinas en maiz son las producidas por Fusarium spp. (fumonisinas, tricotecenos,

zearalenonas), Aspergillus spp. (aflatoxinas, acido ciclopiazonico, ocratoxinas) y Penicillium

spp. (ocratoxina, citrimina) (Garrido et al., 2012; Pitt y Hocking, 2009).
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Figura 1.3. Espigas de maiz con diferentes grados de severidad de podredumbre de la espiga.
Santiago de Estero, 2014.

GENEROS Aspergillus y Penicillium

El género fungico Aspergillus se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza e
incluye mas de 200 especies. Su prevalencia, facilidad para ser cultivado en medio de cultivo e
importancia economica han llevado a que sea uno de los géneros fungicos mas estudiados. Su
dispersion ocurre principalmente mediante esporas que pueden viajar con el viento a distancias
que dependen de las condiciones climaticas. Cuando una espora se deposita sobre una superficie

(solida o liquida) bajo condiciones ambientales adecuadas de temperatura y humedad, se



produce la germinacion. Las especies pertenecientes a este género se caracterizan por producir
enzimas para la degradacion de almidon, celulosa, pectinas y otros polimeros (Bennett, 2010).
Debido a esto, pueden crecer sobre un rango amplio de sustratos naturales tales como maderas,
textiles, cemento y medicamentos entre otros (Pitt y Hocking, 2009). Los alimentos destinados
a humanos y animales constituyen una excelente fuente nutricional para el crecimiento de
Aspergillus (Bennett, 2010). Existen muy pocos alimentos o commodities en los cuales

Aspergillus no sea aislado frecuentemente (Pitt y Hocking, 2009).

Las especies del género Penicillium son los causantes mas comunes de deterioro de
alimentos frescos como frutas y vegetales en las zonas de clima templado. Este género es el mas
diverso en términos de numero de especies y rango de habitat. Se han caracterizado
aproximadamente 200 especies de las cuales 70 son de interés y significancia en los alimentos
y de ellas, 30 son de incidencia amplia. La mayoria de las especies son ubicuas y saprofitas
oportunistas, crecen en una gran variedad de ambientes con fuentes de carbono y condiciones
fisicoquimicas diversas. Si bien son hongos tipicos de suelo, también contaminan los vegetales
en descomposicion y crecen en habitat seco, tales como semillas, madera, cuero, textiles, etc.
Ademas, algunos miembros de este género estan asociados a la produccion de alimentos de
consumo humano como quesos y embutidos fermentados, dandole al producto el aroma, el sabor

y una apariencia caracteristica (Pitt y Hocking, 2009).

Aspergillus compite con los géneros Penicillium y Fusarium por la dominancia dentro
de la poblacion fungica alrededor del mundo. Aspergillus ha perdido la diversidad que posee
Penicillium, pero posee la habilidad para crecer a altas temperaturas o baja disponibilidad de
agua. Usualmente Aspergillus crece mas rapidamente que Penicillium, pero necesita mas tiempo
para producir esporas. Resulta apropiado indicar que Penicillium domina en zonas templadas
mientras que Aspergillus lo hace en zonas tropicales. Aspergillus se encuentra mas

abundantemente entre las latitudes 26°N y 35°S (Pitt y Hocking, 2009).

Desde el punto de vista morfologico, los miembros del género Aspergillus se caracterizan
por formacion de conidioforos (Figura 1.4), en los cudles largos estipes terminan en una forma

“globosa” denominada vesicula. Las vesiculas pueden ser esféricas o ligeramente elongadas.
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Sobre estas estructuras, se disponen las fidlides o métulas y fidlides, siendo cominmente
encontradas en forma simultdneas. Los conidios (esporas) se formar a partir de las fidlides. En
cuanto a Penicillium, los conidios se producen en una estructura denominada “Penicillus”
(Figura 1.5) que consiste en fidlides o células similares con conidios en cadenas. Las fidlides

pueden estar unidas directamente al estipe o en forma de cadena (Pitt y Hocking 2009).

Figura 1.4. Imagen en microscopio del conidioforo de Aspergillus candidus. A: estipe; B:
vesicula; C: métulas; D: fidlides; E: conidios. Imagen extraida de Pitt y Hocking (2009).
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Figura 1.5. Microscopia electronica mostrando la estructura de un Penicillus en Penicillium spp.
A: estipe; B: fidlides; C: conidios. Imagen extraida de Pitt y Hocking (2009).

Aspergillus flavus Y SUS MICOTOXINAS

Un numero pequefio de especies pertenecientes al género Aspergillus se encuentran
asociadas a plantas, donde compiten directamente con otros géneros como Fusarium Yy
Penicillium. Entre estas especies se encuentra Aspergillus flavus, capaz de contaminar
productos agropecuarios primarios en el campo, durante la cosecha, en almacenamiento o
durante su procesado industrial (Diener et al., 1987). La presencia de 4. flavus ha sido reportada
en nimeros cultivos como algodon, frutos secos, higos, maiz y mani entre otros (Donner et al.,

2015; Doster et al., 2014; Perrone et al., 2007; Diener, 1989).
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En general, estudios ecologicos indican que A. flavus tiene la capacidad de crecer en
sustratos con actividad agua entre 0,76 y 0,98. En cuanto a la temperatura, esta especie crece en

un rango entre 15 y 45°C, con un 6ptimo de 30°C (Pitt y Hocking, 2009; Giorni, 2007).

Aspergillus flavus y otras especies de la seccion Flavi como A. parasiticus y A.
Sfumigatus, producen metabolitos secundarios toxicos denominados aflatoxinas (Figura 1.6).
Estas micotoxinas incluyen un grupo de 20 metabolitos quimicamente relacionados, de los
cuales cuatro tipos mayoritarios han sido identificados como By, By, G; y G2 (Wu et al., 2013).
Estas micotoxinas recibieron su nombre de acuerdo al color de la fluorescencia emitida bajo luz
ultravioleta a 365 nm en técnicas cromatograficas, siendo B por “blue” y G por “Green” (Hartley
et al., 1963). Otros tipos de aflatoxinas, denominadas aflatoxina M; y M,, han sido hallados en
leche producida por vacas lecheras alimentadas con suplementos contaminados con a aflatoxina
B, y B,, respectivamente (van Egmond, 1989). Las aflatoxinas poseen una gran estabilidad
térmica, con temperaturas de degradacion entre 237 y 306 °C (Kabak, 2009). La presencia de
aflatoxinas en productos de origen animal es explicado por la contaminacion del alimento para

ganado con estas micotoxinas (Peraica y Domijan, 2001).

El perfil de aflatoxinas sintetizada puede ser utilizado para la identificacion de ciertas
especies. En general, A. flavus produce aflatoxina del tipo B, mientras que A. parasiticus produce
los cuatro tipos mayoritarios de aflatoxina. Sin embargo, se han reportados casos de aislados de
A. flavus que producen simultdneamente aflatoxina G; y G; en adicioén a las del tipo B (Perrone
et al., 2014). Estos aislados han sido colectados en Argentina, Tailandia y Australia aunque su
taxonomia exacta permanece sin definirse (Perrone ef al., 2014; Donner ef al., 2009; Vaamonde
et al., 2003). La capacidad para producir aflatoxinas presenta una gran variabilidad entre los
aislados de A. flavus, con algunos de ellos produciendo mayores cantidades que otros. Dentro
de esta variabilidad también se encuentran los aislados que no producen ningun tipo de

aflatoxinas y que son denominados como “no aflatoxigénicos” (Cotty ef al., 2008).

La presencia de aflatoxinas en alimentos tiene importancia debido a su alta toxicidad.
Estas sustancias, especialmente la aflatoxina B1, son agentes hepatocarcinégenos que inducen

tumores en el higado en animales y humanos (Wang and Tang, 2004). Por ejemplo, maices
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altamente contaminados han sido implicados en aflatoxicosis agudas ocurridas en los afios 1981
y 2004 en Kenia (Strosnider et al., 2006). La Agencia Internacional para Investigacion en
Cancer, ha clasificado a las aflatoxinas dentro de la Clase 1 (mas peligrosa), como agentes
carcinogénicos (IARC, 1993). Actualmente, el maiz posee un limite maximo de aflatoxinas
totales para su comercializacidon, aunque varia entre paises (Wu, 2015). Por ejemplo, la Unidon
Europea establece este limite en 4 ng g™’ mientras que, en Argentina la normativa permite hasta

20 ng g’1 de aflatoxinas totales (ANMAT, 2017; Wu, 2015).

A. flavus puede producir simultdneamente acido ciclopiazénico (CPA; Figura 1.7), otro
tipo de micotoxina con efecto toéxico demostrado (Perrone et al., 2014; Vaamonde et al., 2003).
Este metabolito es un acido indol-tetrdmico que produce un amplio rango de efectos adversos
en animales de ganado. Los efectos incluyen entre otros, necrosis en higado, convulsiones y
lesiones en el miocardio entre otros (Cullen et al., 1988; Lomax et al., 1984). El consumo de
mijo contaminado con CPA ha sido indicado como la causa de envenenamiento en humanos,
denominado como “envenenamiento de Kodua” (Rao y Husain, 1985). Sin embargo, existen
estudios con resultados divergentes en cuanto a la mutagenicidad del CPA (Soreson et al., 1984;

Wehner et al., 1978).
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Figura 1.6. Estructura quimica de las principales aflatoxinas. AFB;: aflatoxina B;; AFB,:
aflatoxina B,; AFG;: aflatoxina G;; AFG,: aflatoxina G,.

CH3 CH3O OH

| O
HN

Figura 1.7. Estructura quimica del acido ciclopiazénico (CPA).
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BIOCONTROL DE AFLATOXINAS

Aspergillus flavus contamina una gran variedad de cultivos en numeros paises alrededor
del mundo, afectando la calidad de los mismos debido a la presencia de aflatoxinas. En un
determinado sustrato, la biosintesis de aflatoxinas por parte de este patdogeno es regulada por la
presencia simultdnea de otros aislados fingicos. Este fendomeno ha sido estudiado y utilizado
para el desarrollo de estrategias de biocontrol que permitan reducir la contaminacion con
aflatoxinas. Esta tecnologia utiliza cepas no aflatoxigénicas como agentes de biocontrol
dirigidos a minimizar la contaminacién con esta micotoxina. Estudios sobre la etiologia de la
contaminacion determinaron que algunos miembros de esta especie no solo son incapaces de
biosintetizar aflatoxina, sino que también pueden ser utilizados como una herramienta para
reducir su presencia en los cultivos (Cotty ef al., 2008).

Dos observaciones fueron centrales para iniciar el desarrollo de esta herramienta de
biocontrol. La primera resultd de investigaciones sobre el proceso de infeccion, donde se
concluy6 que la patogenicidad y la habilidad de un aislado para ramificar en el tejido del
hospedante no dependen de la habilidad para producir micotoxinas (Cotty, 1989). Por lo tanto,
la habilidad para producir aflatoxinas de una aislado de A. flavus no se relaciona con su éxito a
la hora de colonizar un cultivo y, en teoria, los aislados que no producen esta micotoxina puede
ser competidores efectivos contra los aislados toxigénicos (Bayman y Cotty, 1993). El segundo
aspecto observado fue que la comunidad flngica residente en una zona puede diferir
considerablemente en cuanto a su potencial toxigénico respecto de otra poblacion ubicada en
otra area (Cotty, 1997). De acuerdo a esto, existen comunidades con bajo potencial toxigénico
y el potencial para producir aflatoxinas puede ser reducido mediante practicas agronémicas. Si
el potencial toxigénico de una comunidad fungica residente en una determinada rea es reducido,
el grado de contaminacion de un cultivo también lo es (Cotty et al., 2008).

Hasta el momento, el biocontrol con aislados no aflatoxigénicos se presenta como la
unica herramienta comercialmente efectiva para reducir el contenido de aflatoxinas en los
cultivos. Las bases cientificas de esta tecnologia fueron sentadas en los Estados Unidos, donde
dos genotipos no aflatoxigénicos se encuentran registrados por la Agencia de Proteccion

Ambiental (EPA) de dicho pais (Bandyopadhyay et al., 2016). Aspergillus flavus AF36,
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desarrollado por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, fue el primer producto
registrado y actualmente es aplicado en cultivos de algodén, almendra, maiz, higo y pistacho
(Donner et al., 2015; Doster et al., 2014; Mehl et al., 2012). El otro producto registrado en la
EPA es afla-guard®, producido y distribuido por Syngenta, para su utilizacién en cultivos maiz
y mani (Dorner, 2004). EI momento apropiado para la aplicacion del producto varia de acuerdo
al cultivo, siendo el estado de desarrollo V7 para el maiz. La cepa se aplica a través de un
soporte so6lido, siendo granos de trigo en A. flavus AF36 (Figura 1.8) y cebada en afla-guard®.
El soporte solido provee los nutrientes necesarios para la esporulacion y dispersion bajo
condiciones adecuadas de humedad (Cotty y Mellon, 2006). El mecanismo de accion mas
importante para esta estrategia es el desplazamiento de los aislados toxigénicos a lo largo del

agroecosistema y, en consecuencia, la reduccion de infecciones por parte de estos aislados (Cotty

et al., 2008).

En el caso de 4. flavus, 1a reproduccion sexual es heterotalica y ocurre entre aislados que
posean diferente mecanismo molecular de apareamiento, el cudl puede ser del tipo MATI-1 o
MATI-2 (Ramirez-prado et al., 2008). Estudios recientes en condiciones de laboratorio
determinaron que este proceso origina diversidad en el perfil toxigénico de los aislados. En
Argentina casi la totalidad de los aislados (98%) pertenecen al tipo MATI-1 mientras que, por
ejemplo, en Estados Unidos MATI-1 y MATI-2 presentan la misma frecuencia (Moore ef al.,
2013). Si este proceso fuera viable en condiciones naturales, la aplicacion de agentes de
biocontrol similares genéticamente a la poblacion local limitaria la recombinacion sexual y la
aparicion de nuevos aislados toxigénicos (Atehnkeng ef al., 2016). Ademas, los aislados nativos
se consideran mejor adaptados y poseen mejor habilidad competitiva, lo que resulta en una
mayor eficacia (Bandyopadhyay et al., 2016; Mehl y Cotty, 2010; Cotty et al., 2008). Debido a
esto, esta tecnologia se encuentra bajo desarrollo en varias regiones del mundo y para numerosos

cultivos (Alaniz Zanon et al., 2016; Bandyopadhyay et al., 2016; Mauro et al., 2015).
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Figura 1.8. Producto comercial Aspergillus flavus AF36. A: antes de la esporulacion. B: después
de la esporulacion. Imagen provista por Dr. Themis J. Michailides (Universidad de California-
Davis, Estados Unidos).

ACEITES ESENCIALES

Los AEs son compuestos naturales complejos, volatiles, caracterizados por un fuerte olor
y producidos por plantas aromaticas como metabolitos secundarios (Bakkali et al., 2008). Para
su extraccion, existen diferentes metodologias que pueden incluir diéxido de carbono liquido o
microondas, pero principalmente se obtienen por hidrodestilacion en sistemas que pueden ser de

alta o baja presion (Asensio, 2013; Bakkali et al., 2008).

La composicion quimica de los AE se caracteriza por ser mezclas complejas que pueden
tener entre 20 y 60 componentes en diferentes concentraciones. En general, se presentan con dos
o tres compuestos mayoritarios (20 al 60%) y otros que se presentan en cantidades pequefias o
trazas. Los componentes incluyen dos grupos de distinto origen biosintético. El primero

compuesto de terpenos y terpenoides, y el segundo de compuestos alifaticos y aromaticos, todos
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caracterizados por su bajo peso molecular. Los terpenos poseen diferentes estructuras quimicas
y propiedades. Estos compuestos estdn conformados a partir de combinaciones de varias
unidades de cinco carbonos (Cs), llamadas isoprenos. Los principales terpenos son los
monoterpenos (Cyo) y sesquiterpenos (C;s) (Figura 1.9), pero también existen hemiterpenos (Cs),
triterpenos (Csg) y tetraterpenos (Cao). Si un terpeno contiene oxigeno, es denominados
terpenoide. Los compuestos aromaticos son derivados del fenilpropano y ocurren con menos
frecuencia que los terpenos (Figura 1.10). Este grupo comprende aldehidos, alcoholes, fenoles

entre otros grupos funcionales (Bakkali et al., 2008).

Los AEs de especies aromaticas han sido estudiados principalmente desde un punto de
vista de la quimica del aroma y fragancia. Su principal uso en los alimentos es para contribuir a
aromatizar y mejorar sensorialmente los productos. Sus componentes son productos naturales
considerados no peligrosos para la salud humana, y que actualmente se le atribuyen importantes
propiedades funcionales, lo cual resulta atrayente para los consumidores (Singh y Majumdar,
1999). Otros estudios han remarcado la propiedad antibacteriana (Asensio, 2013; Moosavy et
al., 2008) y antifungica (Gadban, 2011; Lucini, 2004) de los AEs. Su principal mecanismo de
accion es a nivel de las membranas celulares, donde interfieren procesos vitales como la
6smosis, la sintesis de esteroles y de fosfolipidos (Montes-Belmont, 2009; Lucini et al., 2006).
Los AEs han sido probados con éxito sobre numerosos hongos fitopatdogenos como una
alternativa al uso de fungicidas sintéticos (Camiletti et al., 2016; Passone y Etcheverry, 2014;
Gongalves et al., 2012; Lucini et al., 2006). La proteccion de cultivos con aceites esenciales se
considera segura para la salud y el ambiente a causa de su muy baja toxicidad para mamiferos
(DL50 > 2g kg-1), el uso de cantidades muy pequefias del orden de los miligramos, son
fotolabiles, se oxidan por exposicion al aire, son facilmente degradados por los microorganismos

y no persisten en el agua y suelos (Isman, 2000).
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Figura 1.10. Estructura quimica de algunos compuestos aromdticos presentes en aceites
esenciales.
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HIPOTESIS

Los aceites esenciales son efectivos para el control de A. flavus y Penicillium spp.

Existen aislados atoxigénicos de A. flavus presentes en espigas de maiz con potencial

para ser utilizados como agentes de biocontrol.

OBJETIVO GENERAL

Generar conocimiento para el desarrollo de herramientas de manejo de hongos

toxigénicos basadas en la aplicacion de aceites esenciales y agentes de biocontrol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar la micobiota general a partir de espigas de maiz. Identificar morfolégicamente
aislados nativos de A. flavus y Penicillium spp. Identificar molecularmente los aislados
de A. flavus.

2. Caracterizar cepas nativas de 4. flavus mediante produccion de micotoxinas, esclerocios
y variabilidad genética. Evaluar la habilidad competitiva de los aislados atoxigénicos y
estudiar posibles deleciones génicas en el cluster para la biosintesis de aflatoxinas.

3. Obtener aceites esenciales a partir de plantas aromadticas cultivadas en Cordoba y
determinar su composicion quimica.

4. Evaluar la actividad antifingica de los aceites esenciales contra 4. flavus y Penicillium
spp. Determinar el efecto de los aceites esenciales sobre lipidos de membrana.

5. Evaluar la combinacién de aceites esenciales entre si y con fungicida sintético para el
control de A. flavus y Penicillium spp. Determinar su efecto sinérgico, aditivo o

antagdnico de las mezclas.
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CAPITULO 2

AISLAMIENTO DE Aspergillus flavus y Penicillium spp. A
PARTIR DE LA MICOBIOTA PRESENTE EN ESPIGAS DE
MAIZ

INTRODUCCION

La expansion de la frontera agricola y ganadera en Argentina es uno de los factores que
explican el aumento de productividad y crecimiento econdémico del sector rural argentino
(Viglizzo et al., 2012). El uso de nuevas tecnologias en labranza y semillas de maiz permitio la
expansion del cultivo a zonas mas calientes, menos fértiles y mas secas, lo que derivo en el
desarrollo de insumos especificos para estas zonas. Estas zonas se describen como inestables y
se caracterizan por la alta frecuencia de estrés hidrico, térmico o una combinacién de ambas. Si
bien la superficie sembrada con maiz se ha incrementado marcadamente durante la ultima
década, dicho crecimiento no ha sido parejo en todas las regiones. Las regiones comprendidas
en la zona “nucleo” han desarrollado incrementos alrededor del 50%. Sin embargo, los mayores
crecimientos han sido obtenidos en las “regiones marginales” mas fragiles como las regiones I

y IV donde se han registrado incrementos del 250 y 172%, respectivamente (MAIZAR, 2013).

Los hongos causantes de la podredumbre de la espiga infectan la espiga de maiz
principalmente durante el periodo de floracion, con una mayor intensidad después de la
polinizacion, y hasta la senescencia de los estigmas (Presello y Botta, 2004). En Argentina, este
periodo se extiende de diciembre a marzo dependiendo de la region, fecha de siembra y genotipo
empleado (Cirilo, 2004). La podredumbre de la espiga afecta el rendimiento del cultivo, pero
también a la calidad del grano debido a las micotoxinas que pueden sintetizar los hongos. Entre
los patdgenos fungicos que contaminan la espiga de maiz, las especies del género Fusarium son
aisladas frecuentemente, siendo predominantes F. verticillioides y F. graminearum (Presello y
Botta, 2004; Etcheverry et al., 1999). Las especies del género Penicillium como P. olsonii, P.
citrinum, P. oxalicum y P. minioluteum también han sido reportadas debido a su incidencia en
granos de maiz (Mahmoud et al., 2013; Burgess et al, 1981). La presencia de género

Aspergillus en espigas de maiz ha recibido particular atencion debido a que ciertas especies del
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género son capaces de sintetizar aflatoxinas. De acuerdo a la mayoria de los estudios publicados,
A. flavus y A. parasiticus son las especies mas comunmente implicadas como agentes causales
en la contaminacion de cultivos con aflatoxinas (Perrone et al., 2014a; Mauro et al., 2013; Pitt

y Hocking, 2009; Cotty et al., 2008; Giorni et al., 2007).

Las regiones maiceras I y IV de la zona agricola centro-norte del pais se caracterizan por
las altas temperaturas durante cultivo de maiz, acompafiadas por periodos de sequia en algunos
afios (SMN, 2015). La incidencia de 4. flavus en espigas de maiz aumenta marcadamente en
cultivos bajo estas condiciones ambientales (Bhatnagar-Mathur et al., 2015). La existencia de
hongos en espigas de maiz al momento de la cosecha se presenta como una inquietud por parte
del sector agricola. Esta problematica ha sido estudiada considerando principalmente el género
fungico Fusarium debido a su gran incidencia en espigas de maiz cultivados en la zona “nucleo”
(Presello et al., 2007; Presello et al., 2008; Farnochi et al., 2005). En esta misma zona, la
presencia de los géneros Aspergillus y Penicillium ha sido reportada tanto en granos de maiz

como en los agroecosistemas (Nesci et al., 2006; Nesci y Etcheverry, 2002).

La correcta identificacion del agente causal y el conocimiento sobre la incidencia de los
principales patdgenos presentes en las espigas, es de gran importancia para un manejo efectivo
de la enfermedad. Algunas especies de Aspergillus son muy similares y la identificacion al nivel
de especie mediante caracteristicas morfoldgicas requiere de gran experiencia (Gherbawy y
Voigt, 2010). Por lo tanto, la identificacion del patégeno resulta mas solida si se comparan estas
caracteristicas respecto al ADN fungico. La identificacion molecular de patdgenos ha sido
indicada como una herramienta de alta confiabilidad para confirmar la identificadas previamente
por caracteristicos morfologicas (Iheanacho et al., 2014). Otros autores (Devi et al., 2013)
reportaron el desarrollo de marcadores que diferencian adecuadamente A. flavus de otras
especies del mismo género mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Sin embargo,
estos cebadores no han sido probados hasta el momento en cepas nativas aisladas de cultivos

argentinos.

Con la finalidad de desarrollar estrategias de manejo para maiz cultivado en la region I

y 1V, los objetivos de este capitulo fueron: conocer la composicion de la poblacion fungica
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presente en espigas de maiz, determinar la incidencia y severidad de los principales géneros
fingicos, aislar cepas nativas de A. flavus y especies del género Penicillium causales de la

podredumbre de la espiga de maiz en la region agricola centro-norte de la Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

SOLUCION DE MICRONUTRIENTES PARA LA ELABORACION DE
MEDIOS DE CULTIVO

* (Concentrado Czapek

NaNOs....coovviiiiiii 30g
KCLoo S5¢g
MgSO4.7THyO. v S5¢g
FeSO4.7TH0...ccciiiiiiiiiil. 0,1g
Agua destilada c.s.p............ 100 mL

MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
HONGOS

= Dicloran Rosa de Bengala (DRBC)

Glucosa..........cceviiiinnne. 10g
Peptona ................oo S5¢g
POMH K. lg
SO4Mg.7H20.........cc.cn...e. 0,5¢g
Agar......o.oooiiiiiiiii I5¢g
Rosa de Bengala................ 25 mg
Dicloran..............cccevenn. 2 mg
Cloranfenicol..................... 100 mg
Agua destilada c.s.p............. 1000 mL

= Dicloran Glicerol 18% agar (DG18)

Glucosa..........coeviviiinnn.. 10g
Peptona................ool S5¢g
PO4H2K ............................ 1 g
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SO4Mg.7H20 ..................... 0,5 g

Glicerol..........coooviiiiiin... 220 g
Dicloran.............ccooeviiinnn... 2 mg
Cloranfenicol...................... 100 mg
Agar......ooooiiiiii 15g
Agua destilada c.s.p............... 1000 mL

»  Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus agar (AFPA)

Peptona de carne................... 10g
Extracto de malta................... 20g
Citrato férrico amoniacal.......... 0,5¢g
Cloranfenicol........................ 100 mg
Dicloran.............ccooviiiinnn.. 2 mg
Agar......cooiiiiiiii I5¢g
Agua destilada c.s.p.........c..... 1000 mL

= Extracto de Malta Agar (MEA)

Extracto de malta.................... 20g
Peptona...........ccooiieiiiiii, lg
Agar......oooiiiiii 20g
Glucosa.......ccovvviiiiiiiiiiiin, 20g
Agua destilada c.s.p.........c..... 1000 mL.

= (Czapek Extracto de Levadura Agar (CYA)

K2HPOA4... ..o lg
Extracto de levadura................. S5¢g
Concentrado Czapek................. 10 mL
Sacarosa.........coveeiiiiiiiiiiinn.n. 30g
Agar......cooiiiiii 15¢g
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Agua destilada c.s.p.......coenennn 1000 mL

= (Czapek Extracto de Levadura 20% Sacarosa Agar (CY20S)

KoHPOy. oo lg
Concentrado Czapek.................. 10 mL
Extracto de levadura................... 5¢g
Sacarosa.........cveiiiiiiiiiiiiin, 200 g
AGar....oooviiiiiii I5¢g
Agua destilada c.s.p.......oevninani 1000 mL

= Nitrato 25% Glicerol Agar (G25N)

KoHPOy4. .o 075 ¢g
Concentrado Czapek.................... 7.5 mL
Extracto de malta........................ 37¢g
Glicerol........coooeiiiiiiiii 250 g
Agar.....ooviiiiii 12¢g
Agua destilada c.s.p.....coeiiininn. 750 mL

e Lixiviado de papa y glucosa (LP)

Infusién de papa a partir de 200g......... 100 mL
Glucosa......oovvviiiiiiii 20¢g
Agua destiladac.s.p.....ccoevviiiiiiinn. 1000 mL
pH=4,5.

= Agar semisolido (AS)

Agua destiladac.s.p.....ccoeeviiiiiiinnna. 1000 mL

31



o Buffer TAE (1x)

TriS.ceovi i 4,84 g
Acido acético glacial........... 1,14 mL
EDTA 500mM (pH 8,0)....... 2 mL
Agua destilada c.s.p............. 1000 mL
MUESTREO

Un total de 37 muestras de diferentes cultivares comerciales de maiz fueron colectadas
de las regiones maiceras Argentinas [ y IV (INTA, 1997) durante la campafnia 2012/2013 y
2013/2014 (Figura 2.1). La region I se encuentra ubicada aproximadamente entre las latitudes
20y 30° S, con temperaturas maximas promedio de 30 a 34°C durante el periodo de floracion.
La region IV se encuentra aproximadamente entre las latitudes 30° 00" y 34° 00" S, donde las
temperaturas maximas promedio varian entre 26 y 30°C durante el mismo periodo. Ambas
regiones se encuentran localizadas entre las longitudes 62 y 67° O con un régimen historico de
precipitaciones que promedia los 475 mm para el periodo de floracion del maiz (INTA, 2016).
Las condiciones meteoroldgicas variaron marcadamente entre las campafias analizadas (Tabla
2.1) de acuerdo a los datos registrados por INTA (2016). Un total de diez espigas por muestra
fueron elegidas al azar inmediatamente antes de la cosecha. Las muestras fueron transportadas
en bolsas de papel y secadas dentro de las bolsas en estufa de aire forzada (38°C, 72 hs) para
lograr niveles de humedad en grano por debajo del 12%. Las espigas fueron almacenadas a 4°C

hasta su posterior andlisis (Oliveira Rocha et al., 2012; Smart et al., 1990).

Tabla 2.1. Condiciones climdticas en las regiones maiceras en el periodo de floracion durante
las campanas analizadas.

Campatfia Temperatura (°C)* Precipitacion (mm) °
Maxima Minima
I v I v I v
2012/2013 37.5 31.3 21.8 16.3 134.8 279.9
2013/2014 35.8 333 21.6 17.8 719.6 455.5

* Medias obtenidas a partir de datos registrados para el periodo diciembre-marzo.
® Precipitacion total registrada durante el periodo diciembre-marzo.
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Figura 2.1. Puntos de colecciéon de muestras de espigas de maiz en las regiones maiceras
estudiadas, de acuerdo a INTA (1997).
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AISLAMIENTO E IDENTIFICA’CI(’)N DE LA MICOBIOTA NATURAL
PRESENTE EN ESPIGAS DE MAIZ

La micobiota general presente a campo como infeccion interna en los granos de maiz fue
analizada mediante la técnica de plaqueo directo (Pitt and Hocking, 2009). Las espigas fueron
trilladas manualmente y los granos (200 granos/muestra) desinfectados superficialmente por
inmersion en solucion de hipoclorito de sodio al 1%, seguido por un triple lavado en agua
destilada estéril. Cada muestra fue analizada en dos medios de cultivo con diferente actividad
de agua: DRBC y DG18. Un total de 10 placas de Petri fueron preparadas para cada medio de
cultivo y sembradas con 10 granos cada una. Las muestras fueron incubadas a 25 £ 2 °C en
oscuridad por 7 dias. Luego del periodo de incubacidn, las placas fueron examinadas en lupa y
se registro el numero de granos con colonias fingicas exhibiendo caracteristicas morfoldgicas
consistentes con los géneros Aspergillus, Fusariumy Penicillium (Perrone et al., 2014b; Pitt and
Hocking, 2009). Los resultados para cada género fueron expresados como incidencia (porcentaje

de muestras infectadas) y severidad (porcentaje de granos infectados).

Las actividades fueron realizadas bajo la direccion de la Dra. Karina Magnoli en el
Laborotario de Micologia de la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales,

Universidad Nacional de Rio Cuarto.

IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE Aspergillus seccion Flavi Y DE
ESPECIES DE Penicillium.

Esporas de colonias con caracteristicas morfologicas similares a 4. flavus o A.
parasiticus fueron transferidas y sub-cultivadas en medio MEA a 25 + 2 °C en oscuridad por 7
dias para su posterior identificacion (Nesci y Etcheverry, 2002). Las colonias fueron
identificadas siguiendo el esquema de inoculacion propuesto por Klich (2002). Para ello, a partir
de cada colonia, se realizo una suspension de esporas en AS para ser utilizada como indculo.
Placas de Petri fueron preparadas con medio de cultivo CYA, CY20S y MEA e inoculadas en
tres puntos equidistantes entre si y del borde de la placa. Las temperaturas de incubacion fueron
25y 37 £ 2 °C, como se indica en la Figura 2.1. Una placa adicional con medio AFPA fue

agregada al ensayo para cada aislado. Las especies A. flavus y A. parasiticus generan un reverso
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caracteristico de color anaranjado en este medio (Pitt y Hocking, 2009). Todas las placas fueron
observadas a los 7 dias. Las caracteristicas macroscopicas observadas fueron: color y didmetro
de la colonia; color del micelio; presencia/ausencia de esclerocios; presencia/ausencia de
cleistotecios; color del reverso; presencia de exudados. Las caracteristicas microscopicas
observadas fueron: presencia/ausencia de fidlides y/o métulas en el conidioforo; longitud y
rugosidad del estipe; diametro y forma de los conidios. Una vez elaborado un perfil con
caracteristicas morfoldgicas, se procedi6 a la identificacion a nivel de especie utilizando la clave

taxonomica para la identificacion de especies del género Aspergillus elaborada por Klich (2002).

Dos colonias con caracteristicas morfologicas similares a Penicillium fueron
subcultivadas en medio MEA. La suspension de esporas se preparé en AS y se utilizd para
inocular placas de Petri con medio MEA, CYA y G25N, como se describi6 previamente. Las
temperaturas de incubacion fueron 5, 25y 37 + 2 °C por un periodo de 7 dias de incubacioén. El
esquema de inoculacion utilizado (Figura 2.3) permite identificar dos colonias simultaneamente
(Pitt y Hocking, 2009). Se observaron caracteristicas macroscopicas como diametro, tipo y color
del reverso de la colonia, color de los conidios, presencia/ausencia de exudados y
presencia/ausencia de pigmentos solubles. Las caracteristicas microscopicas observadas fueron:
tipo de ramificacion de conididforo, longitud relativa de las fidlides y/o métulas, nimero de
métulas por estipe, forma de las fialides, longitud y textura del estipe y diametro, textura y
tamafio de los conidios. La identificacion a nivel de especie se determind mediante la clave de

identificacion propuesta para el género Penicillium de Pitt y Hocking (2009).

La identificacion de los aislados fingicos se realizo bajo la direccion de la Dra. Karina
Magnoli en el Laborotario de Micologia de la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y

Naturales, Universidad Nacional de Rio Cuarto.
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Figura 2.2 Esquema de inoculacion para la identificacion de especies del género Aspergillus.
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Figura 2.3. Esquema de inoculacion para la identificacion de especies del género Penicillium. 1
y 2: aislados con caracteristicas morfologicas correspondientes a Penicillium.
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IDENTIFICACION MOLECULAR DE Aspergillus seccién Flavi

Extraccion de ADN. Se prepararon frascos Erlenmeyers (250 mL) con 100 mL de medio
de cultivo LP e inoculados con una suspension de esporas preparada a partir de cultivos
previamente crecidos (30 + 2 °C, oscuridad, 7 dias). Los frascos fueron sellados con Parafilm®
para permitir intercambio gaseoso y colocados en un agitador (ARCANO TS 1000) a 250 rpm
dentro de una cdmara de cultivo a 30 £ 2 °C durante 48 horas. El micelio obtenido se colectd por
filtrado a través de un filtro Whatman N° 1, enjuagado tres veces con agua destilada y
almacenado en forma liofilizada a -40 °C (Devi et al., 2013). E1 ADN fue extraido de acuerdo
al protocolo indicado por Doyle y Doyle (1990). Como control negativo se utiliz6 un aislado de
A. niger obtenido de espigas de maiz mientras que como control positivo se utilizé la cepa A.
flavus CCC116-83 provista por el Centro de Referencia de Micologia de la Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas (Universidad Nacional de Rosario). Se agregé al experimento un
control adicional con un aislado de A. parasiticus, miembro de la seccion Flavi, con el objetivo

de evaluar si los primers propuestos pueden distinguir entre estas dos especies.

Primers y condiciones de PCR. Todas los aislados fueron analizados con la siguiente
secuencia de nucleotidos: Asp fl, 5-CCCGTGAAGTTGCCCAGGT-3"; Asp 12, 5'-
GTCGTTTGGTGAGTGGGAA-3" (Deviet al.,2013).Todos los reactivos fueron comprados de
Promega (Madison, WI, USA). Para cada reaccion individual, se mezclé 1 puL (concentracion
final 20-100 ng de ADN/uL) de solucion de ADN con 24 uL de una solucién compuesta por
SuL de buffer de reaccion 5x Green GoTaq® , 0,5 pL. de mezcla de ANTP (10 nM de dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 1 pL de la solucion con los primers (2,5 uM), 1 uL de enzima polimerasa
GoTag®, y 16,5 pL de agua libre de nucleasas. La reaccion de PCR fue llevada a cabo en un
termociclador, de acuerdo a Devi et al. (2013), con las siguientes condiciones: un ciclo a 94 °C
por 4 min, 40 ciclos a 94 °C por 1 min, 62°C por 1 min, 72°C por 1,5 min, con una extension
final a 72 °C por 11 min. Los productos de PCR fueron revelados por electroforesis en 1% de

agarosa en buffer TAE. El tamafio molecular de los mismos fue estimado utilizando el marcador

"DNA ladder” de 100 pb.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados usando el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al.,2014). Analisis de la varianza (ANOV A) fue utilizado para calcular las medias y diferencias

significativas fueron detectadas utilizando LSD test de Fisher (P< 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

MICOBIOTA PRESENTE EN ESPIGAS DE MAIZ

Se evalu6 la ocurrencia de los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium en 37
muestras de granos de maiz (Tabla 2.2). El género Fusarium mostro la incidencia y la severidad
mas alta en ambas regiones maiceras estudiadas. La metodologia desarrollada puede haber
favorecido el aislamiento de este género ya que la mayoria de las especies de Fusarium presentan
una temperatura optima de 25 °C (Pitt y Hocking, 2009). Aun asi, la predominancia de Fusarium
en granos de maiz fue reportada previamente con una severidad del 50% en diferentes genotipos
cultivados en la region I durante la campafia 2011/2012 (Aguaysol et al., 2013). Similares
resultados pero con una severidad menor, cercana al 30%, han sido reportados en granos de maiz
almacenados (Mahmoud et al., 2013; Burgess et al., 1981). La severidad de Fusarium no mostrd

diferencias significativas entre las regiones y campafias estudiadas (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Incidencia y severidad de los géneros fungicos mas frecuentes Fusarium, Penicillium
y Aspergillus, presentes en espigas de maiz en dos regiones maiceras (I y IV) de Argentina
durante las campafias 2012/2013 y 2013/2014.

Campaiia Region I Regién IV
Incidencia¥ Severidad * Incidencia¥ Severidad *

Media Mediana Rango Media  Mediana Rango
Fusarium
2012/2013  100,0 58,4a 61,1 29,0-98,0 100,0 60,7a 75,0 4,0-95,5
2013/2014  100,0 72,1a 59,0 50,0-100,0  100,0 72,5a 70,5 32,0-100,0
Penicillium
2012/2013 75,0 6,lb* 1,0 0,0-35,5 100,0 33,0a* 255 1,0-69,5
2013/2014 100,0 247a 22,0 11,0-47,0 87,5 20,2a 19,5 0,0-51,0
Aspergillus
2012/2013  100,0 10,7a 4,0 0,5-48,0 100,0 13,5a 10,6 0,5-61,0
2013/2014 20,0 1,0b 0,0 0,0-5,1 25,0 0,5b 0,0 0,0-2,0

¥ Incidencia: porcentaje de muestras infectadas (n=25 en la region I[; n=12 en la region V)

“ Severidad: porcentaje de granos infectados (n=200). Misma letra dentro de una misma columna para las variables dependientes
indican diferencias no significativas entre las campafias analizadas para cada género fungico (P<0,05); (*) indica que las
diferencias entre las regiones fueron significativas (P<0,05).

El género fungico Penicillium también mostrd una remarcable incidencia, siendo el
segundo mas frecuente, como previamente indico Etcheverry et al. (1999) para maiz cultivado

en otra region maicera. En la region I, la severidad fue significativamente mas alta (P<0,05) en
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la campafia 2013/2014 en comparacion con la campafia posterior. Sin embargo, estas diferencias
significativas no se observaron en la region maicera [V para las mismas campanas. El género
Penicillium ha sido mencionado como unos de los géneros fingicos prevalentes en granos de
maiz y sorgo, con severidades entre el 13 y 15% (Mahmoud et al., 2013). Altas severidades
(67%) de Penicillium han sido reportado también en granos de maiz comercializados en

Argentina (Etcheverry et al., 1999).

Infecciones en espiga con Aspergillus fueron observadas en este estudio (Figura 2.4), sin
diferencias significativas entre regiones maiceras. Sin embargo, la severidad de este género
fungico fue significativamente (P<0,05) mas alta durante la campafia 2012/2013 que en la
campaia posterior, registrandose en la primera campafia niveles de severidad hasta el 48 y 61%
para las regiones [ y IV, respectivamente. En granos almacenados, valores de severidad de hasta
el 60% han sido reportados para el género Aspergillus, de acuerdo a un estudio realizado en
Argentina (Etcheverry et al., 1999). Estudios en granos de maiz no procesado y comercializado
localmente en Nigeria revelaron una severidad del 70,4%, similar a la informada por Etcheverry

et al. (1999) (Atehnkeng et al., 2008).

Todas las muestras fueron también analizadas para detectar la presencia de otros géneros
fungicos, registrandose Absidia, Alternaria, Basipetospora, Bispora, Cladosporium, Eurotium,
Nigrospora, Rhizophus, Trichoderma, Ulocladium y Verticillium, con severidades que variaron
entre 1 y 2%. Especies de los géneros Alternaria, Cladosporium y Trichoderma, han sido
indicados como parte de la poblacion fliingica presente naturalmente en suelo precosecha de maiz
en la region IV (Nesci et al., 2006). La existencia de Trichoderma en el econicho del cultivo de
maiz podria indicar la presencia de especies con potencial uso para el biocontrol de A. flavus
(Atehnkeng et al., 2008). Eurotium spp. ha sido aislado comunmente en granos de maiz
almacenado, mientras que Ulocladium y Absidia se han registrado con baja severidad, menor al
1%, en granos de maiz almacenado (Pitt y Hocking, 2009). Los mismos autores aislaron
Nigrospora y Rhizopus a partir de granos almacenados en Tailandia y Filipinas, con severidad
del 2% (Pitt y Hocking, 2009). El presente trabajo constituye, hasta donde se conoce, el primer
reporte para el aislamiento de especies de Bispora, Basipetospora y Verticillium en espigas de

maiz cultivadas en Argentina.
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Figura 2.4. Colonia con caracteristicas similares a Aspergillus flavus aislada en medio de cultivo
DRBC a partir de granos de maiz colectados y conservados en su espiga.

INCIDENCIAY SEVERIDAD DE Aspergillus seccion Flavi

En la Tabla 2.3 se presenta la informacién respecto al aislamiento de Aspergillus seccion Flavi
a partir de espigas de maiz cultivadas en dos regiones maiceras durante dos campaifias de cultivo.
Se detectd contaminacion con A. flavus en 27 de las 37 muestras colectadas en ambas campanas
y regiones maiceras (Figura 2.5). La incidencia y severidad de esta especie fungica vario
significativamente entre las campafias analizadas. Todas las muestras (n=24) colectadas de
diferentes zonas durante la campana 2012/2013 estuvieron infectadas con A. flavus. La severidad
de la infeccion vario de 0,5 a 48% (mediana = 0,5%) en muestras provenientes de la region 1.
En la region IV, la severidad tuvo un rango entre 0,5 y 3,5% (mediana = 1,5%). Los valores
medios obtenidos fueron de 8,3 y 1,4% en las regiones I y IV, respectivamente. Solamente 3
muestras de un total de 13 colectadas durante la campana 2013/2014 estuvieron contaminadas
con A. flavus. Las severidades obtenidas son similares a aquellas reportadas en granos de maiz
cultivados en Illinois (USA), donde las contaminaciones con A4. flavus mostraron una media de
2% (Wicklow et al., 1998). La variacion en severidad obtenida corresponde a las diferencias en

precipitacion entre los periodos de cultivo analizados. En la campana 2012/2013, las regiones I
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y IV registraron precipitaciones por debajo del promedio histérico de 475 mm para el periodo
de floracién del cultivo (Tabla 2.1). El proceso de infeccion por parte de Aspergillus es
favorecido por periodos de sequia acompafiados por altas temperaturas durante el desarrollo del
cultivo (Cotty et al., 2008). Estudios previos sobre la poblacion fingica presentes en granos de
maiz indicaron que la infeccion con A. flavus también varia de acuerdo a las condiciones
climaticas en las regiones agro-ecoldgicas, con severidades entre el 14y 70% (Atehnkeng et al.,
2008). Serias infecciones de maiz con 4. flavus han sido observadas en Tailandia y Filipinas,
con incidencias que alcanzaron al 100% de los granos (Pitt y Hocking, 2009). Sin embargo, no
se observaron diferencias significativas para la incidencia o severidad (P=0,421 y P=0,311,

respectivamente) de esta especie fungica entre las regiones maiceras argentinas bajo estudio.

Un total de 66 aislados fueron obtenidos durante las campanas 2012/2013 y 2013/2014
(Tabla 2.4). Solamente una de las colonias aisladas fue identificada morfoldgicamente como A.
parasiticus. Este resultado revela la presencia de esta especie en la muestra nimero 13 (regioén
IV, campaiia 2012/2013) con una severidad de 0,5%, ademas de la severidad de 2% observada
para A. flavus. La baja prevalencia de A. parasiticus en espigas de maiz ha sido reportada
previamente. Atehnkeng et al. (2008) estudiaron la presencia de esta especie en espigas de maiz
cultivadas en varias regiones productivas de Nigeria e indicaron una proporcion relativa entre el
0,2 y 1,1% entre todos los aislados identificados. Un estudio similar realizado en Italia determin6
que aproximadamente el 7% de todos los aislados obtenidos fueron identificados como A.
parasiticus (Giorni et al., 2007). Los estudios publicados que indicaron a A4. flavus y A.
parasiticus como las especies cominmente involucradas en la contaminacion con aflatoxinas
también reportaron que 4. flavus es, por lejos, la mas prevalente en maiz (Perrone et al., 2014b;

Cotty et al., 2008).
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Tabla 2.3. Severidad de Aspergillus flavus en espigas de maiz colectadas durante la campana
2012/2013 y 2013/2014 en dos regiones maiceras argentinas.

Muestra Campafia  Region® Localidad" Genotipo Caracteristica  Severidad®
1 2012/2013 1 Sachayoj DS 120 PW Subtropical 0,5
2 DS 120 PW Subtropical 2,1
3 DK 747 VT3P Templado 48,0
20 La Abrita P 1780HR Templado 0,5
21 P 3115H Subtropical 0,5
22 DK 747 VT3P Templado 6,5
23 P 30F35HR Subtropical 0,5
4 v Manfredi P 2053YR Templado 2,0
5 Desconocido Desconocido 0,5
6 P 1780HR Templado 1,0
7 P 1780HR Templado 1,0
8 AX 852 MGRR Templado 2,0
9 AX 852 MGRR Templado 1,5
10 Gral. Paz DK 747 VT3P Templado 1,0
11 Jesus Maria SPS 2756 TD Max Templado 3,5
12 Cafiada de ACA 468 MGRR2 Templado 1,5
13 Luque LT 632 VT3P MGRR2 Templado 2,0
14 Desconocido Desconocido 1,0
15 DM 2749MGRR2 Subtropical 2,0
16 DS 120 PW Subtropical 1,5
17 DK 747 VT3 Pro Templado 2,0
18 Despefiaderos AG 9008 TD Max Subtropical 0,5
19 Pampa de Pocho MC 210 Subtropical 0,5
24 Videla Desconocido Desconocido 1,0
30 2013/2014 1 Sachayoj DK 747 VT3P Templado 0,0
34 Leales NK 138 TD MAX Tropical 0,0
35 La Abrita P 1780HR Templado 0,0
36 P 3115H Subtropical 5,0
37 P 30F35HR Subtropical 0,0
25 v Manfredi P 31Y05SHR Templado 0,0
26 Altos Fierro DS 510 PW Templado 1,0
27 DS 510 PW Templado 0,0
28 Pampa de Pocho LT 611 MGRR2 Templado 0,0
29 P 31Y05SHR Templado 2,0
31 Juarez Célman DK 747VT3 Pro Templado 0,0
32 DK 747 MGRR2 Templado 0,0
33 Capilla de los SW 5148, 5160, 5147 Tropical 0,0

Remedios

"1y IV: regiones maiceras en Argentina.
® Localidad més cercana al lote productivo.

¢ Severidad: porcentaje de granos infectados (n = 200).
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Tabla 2.4. Distribucion geografica de los aislados de Aspergillus seccidon Flavi obtenidos durante
las campanas 2012/2013 y 2013/2014 en dos regiones maiceras argentinas.

Campaia Region®  Provincia Localidad" Numero de aislados

A. flavus  A. parasiticus

2012/2013 1 Santiago del Estero Sachayoj 5 -
La Abrita 15 -

v Cordoba Canada de Luque 17 1

General Paz 1 -

Manfredi 16 -

Jesus Maria 6 -

Pampa de Pocho 1 -
Santa Fe Videla 2 -

2013/2014 v Cordoba Altos Fierro 2 -

1y IV: regiones maiceras en Argentina.
® Localidad mas cercana al lote productivo.

Los insectos, el rastrojo y el suelo de los agro-ecosistemas han sido reportados como
fuente de indculo debido a que contienen una gran cantidad de esporas de Aspergillus (Nesci et
al., 2006; Nesci y Etcheverry, 2002a). El proceso de contaminacion de las espigas con
Aspergillus seccion Flavi puede dividirse en dos fases de acuerdo a la maduracion del cultivo.
La primera fase ocurre mediante colonizacion de la espiga a través del canal estilar expuesto
durante la floracion del cultivo. La segunda fase sucede posterior a la maduracion del cultivo,
donde el cultivo permanece vulnerable a la contaminacion. Condiciones de altas temperaturas y
periodos de sequia actian a favor de la primera fase mientras que temperaturas elevadas
acompafadas de alta humedad favorecen la segunda fase (Cotty et al., 2008). El impacto de cada
fase en el contenido final de aflatoxinas permanece sin ser establecido. En el caso de Fusarium,
se considera que la primera fase posee un rol mds importante en la contaminaciéon con

fumonisinas (Moschini et al., 2017).
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Los resultados obtenidos en este estudio confirman la colonizacién en precosecha de los
granos de maiz cultivados en las regiones maiceras [ y IV. Las especies fungicas A. flavus y A.
parasiticus poseen la capacidad de crecer en condiciones con baja disponibilidad de agua,
multiplicdndose durante la poscosecha de los granos (Presello y Botta, 2004). Como resultado,
altas severidades (15 — 84%) de esta especie fueron reportados en granos almacenados en
Argentina (Sepulveda y Piontelli, 2005). Otro estudio indic6 que la poblacion de Aspergillus
presentes en granos de maiz almacenados estuvo compuesta por A. flavus (78%) y A. parasiticus
(22%) (Etcheverry et al., 1999). Si bien en este estudio no se analizaron granos almacenados, es
importante considerar que la contaminaciéon de granos de maiz con micotoxinas podria

acentuarse después de ser cosechados.

Figura 2. 5. Colonia de Aspergillus flavus en medio de cultivo MEA (izquierda) y AFPA
(derecha) obtenida de granos de maiz colectados y mantenidos en su espiga.

AISLAMIENTO DE Penicillium spp.

Dos colonias de caracteristicas similares a Penicillium fueron elegidas al azar de las
muestras e identificadas como P. minioluteum (AP003) y P. olsonii (AP004), respectivamente
(Figura 2.6). P. olsonii ha sido indicado como parte de la micobiota presente en granos de maiz

y hasta el momento no ha sido reportada por producir toxinas (Pitt y Hocking, 2009). Por otro
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lado, estudios en granos de maiz cultivados en Argentina indicaron a P. minioluteum como la
especie predominante dentro del género Penicillium, con una frecuencia del 25% (Etcheverry et
al., 1999). Contrariamente, su frecuencia disminuye al 5% en la poblacion de Penicillium
presente en el suelo (Nesci et al., 2006). Ciertos metabolitos sintetizados por P. minilouteum,
como los denominados minioluteumides, son toxicos frente a céluas humanas aunque su riesgo

para la salud humana es considerado bajo (Ngokpol et al., 2015).

Figura 2. 6. Colonias de P. minioluteum (izquierda) y P. olsonii (derecha) en medio agar
Czapeck extracto de levadura.

IDENTIFICACION MOLECULAR DE Aspergillus seccién Flavi

Los aislados nativos de Aspergillus seccion Flavi fueron identificados utilizando los
cebadores propuestos por Devi et al. (2013). Un total de 65 aislados, previamente identificados
morfolégicamente como A. flavus, fueron incluidos en las reacciones de PCR. La PCR produjo
una amplificacion caracteristica de 490 pb (Figura 2.7) en 62 de los aislados nativos, como asi
también en el control positivo. Ademas, también se observo esta banda para el aislado de 4.
parasiticus. El control negativo (4. niger) y cuatro de los aislados nativos no mostraron la

amplificacion caracteristica. La secuencia analizada codifica para la proteina dominante
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HAPTase_c caracteristica de 4. flavus (Wang et al., 2012). Sin embargo, la PCR utilizando este
juego de primers no fue capaz de diferenciar entre esta especie y 4. parasiticus, en los aislados
locales. Resultados similares fueron obtenido por otros autores (Iheanacho et al., 2014), quienes
disefiaron un juego de primers para identificacion de A. flavus y A. parasiticus, sin poder
diferenciarlas entres si debido al similar tamafio molecular de sus amplificaciones. Estas
especies fungicas, ambas pertenecientes a la seccion Flavi, son similares morfolégicamente
(White, 1999). Numerosos aislados previamente identificados como A4. flavus han sido
reasignados a A. parasiticus (Hesseltine et al., 1970). Sin embargo, este ensayo de PCR fue
exitoso para diferenciar estas especies pertenecientes a la seccion Flavi de otras especies del
género Aspergillus comunmente presentes en espigas de maiz. La identificacion molecular se
presenta como el método mas confiable para confirmar la identidad de una especie fingica y se

ha convertido en la herramienta mas rapida para identificacion de hongos (Iheanacho ef al.,

2014).

44" 46 ‘S0 707158 74 7e 7B 19 SRR a4 R 00 S 00109 118

Figura 2.7. Gel de electroforesis exhibiendo los productos de la PCR. M: marcador molecular
(100 pb ADN Ladder); +: A. flavus 114116 (control positivo); -: A. niger (control negativo); 44,
46, 50y 118: A. flavus aislados de la region I; 70, 71, 74, 76, 78, 94, 99, 100, 109 y119: A. flavus
aislados de la region 1.
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CONCLUSIONES

Las espigas de maiz cultivadas en las regiones maiceras I y IV son propensas a la
degradacion flngica, incluyendo a Aspergillus, Fusarium y Penicillium como los
géneros predominantes.

Se reporta por primera vez la presencia de especies de Bispora, Basipetospora y
Verticillium en espigas de maiz cultivadas en Argentina.

La contaminacion de granos de maiz con Aspergillus seccion Flavi, como asi también
con los otros géneros fungicos estudiados, comienza en precosecha.

La especie 4. flavus representa casi la totalidad (98,4%; n=66) de los aislados
pertenecientes a la seccion Flavi presente en espigas de maiz. Un solo aislado fue
identificado como A. parasiticus.

La incidencia y severidad de A4. flavus no muestra diferencias entre las zonas estudiadas
a pesar de sus diferencias en las temperaturas maximas promedio historicas durante el
periodo de cultivo.

Durante la campafia 2012/2013, el 100% de los lotes de maiz muestreados al azar en las
regiones | y IV presentaron espigas infectadas por 4. flavus.

La incidencia de 4. flavus vari6 entre las campafias analizadas, siendo significativamente
mayor en la campafia donde las precipitaciones fueron menores al promedio.

Las especies P. minioluteum 'y P. oxalicum forman parte de la poblacion de Penicillium
presente en espigas de maiz.

Se propone el test molecular desarrolado por Devi ef al. (2013) como herramienta para
identificar a las especies de la seccion Flavi.

Debido a las conclusiones mencionadas anteriormente, las estrategias para el manejo de
patdgenos flngicos y sus micotoxinas en granos de maiz deben orientarse a evitar la

colonizacion fungica de la espiga durante el cultivo.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACION DE CEPAS NATIVAS DE Aspergillus
flavus PRESENTES EN ESPIGAS DE MAIZ E
IDENTIFICACION DE POTENCIALES AGENTES DE
BIOCONTROL

INTRODUCCION

En Argentina, el maiz tiene multiples destinos después de su cosecha, que incluyen la
exportacion y la industrializacion (MAIZAR, 2013). El grano de maiz es susceptible a la
contaminacion con aflatoxinas, tanto en precosecha como en poscosecha. La presencia de estas
micotoxinas dificulta su comercializacion (Presello et al., 2007; Presello et al., 2008; Presello y
Botta, 2004). Actualmente, la normas para la comercializacion del grano de maiz establecen un
méximo entre 4 y 20 ng g”' como limite maximo para el contenido total de aflatoxinas debido a
su alta toxicidad. Sin embargo, existen investigadores que cuestionan estos estandares y sugieren
disminuir el limite permitido para una mejor proteccion de la salud humana (Wu et al., 2013).
En el afo 2011, la industria himeda del maiz registré un rechazo del 30% de las partidas de
grano provenientes de zonas con estrés hidrico por posible contaminacion con aflatoxinas

(reunion efectuada entre MINCyT, IPAVE-CIAP-INTA, ARCOR SAIC y CEPROCOR, 2012).

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios sintetizados por varias especies
pertenecientes a la seccion Flavi del género Aspergillus. Entre ellas, A. flavus es considerada a
nivel mundial como la principal responsable de la contaminacion de maiz con aflatoxina B;.
Generalmente, este patdgeno produce aflatoxinas tipo B (B; y B»), pero algunos aislados atipicos
han sido reportados por producir simultdneamente las del tipo G (G; y Gz) (Perrone et al.,
2014a). Las especies de Aspergillus producen estructuras denominadas esclerocios que
consisten en masas de hifas oscuras y firmes (Klich, 2007). De acuerdo al tamafio de estas
estructuras, los aislados de A4. flavus han sido tradicionalmente clasificados en dos clases: cepas
S, que producen una gran cantidad de esclerocios con tamafo inferior a 400 um y cepas L, que

producen pocos esclerocios con didmetro superior a 400 um (Cotty, 1989). Una tercera clase de
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cepa, cuyo aislados no produjeron esclerocios en condiciones de laboratorio (NP), ha sido
reportada en las regiones I y IV de nuestro pais y en Italia (Giorni, 2007; Barros et al., 2006;
Pildain et al., 2004; Novas y Cabral, 2002). Los aislados de A. flavus también varian en cuanto
a la produccion de aflatoxinas, con algunas cepas produciendo grandes cantidades de estas
sustancias, mientras que otras no las producen y han sido denominadas como “no
aflatoxigénicas” (Bayman y Cotty, 1993; Mauro et al., 2013). Asociaciones entre la clase de
cepa y la produccion de aflatoxinas ha sido ampliamente estudiada, pero con resultados

contrastantes (Bennett, 2010). Ademas de las aflatoxinas, los aislados de A. flavus pueden o no

sintetizar simultdneamente CPA, micotoxina toxica para animales y humanos (Cullen et al.,

1988; Rao y Husain, 1985).

La relacion entre aislados toxigénicos y atoxigénicos en una poblacion de 4. flavus en
una determinada 4rea es importante para determinar el riesgo de contaminacidon con micotoxinas
en los cultivos. Igual de relevante es cuantificar la cantidad de micotoxinas que pueden producir
los aislados toxigénicos. Una baja frecuencia de aislados altamente productores de micotoxinas
pueden jugar un rol mas importante en la contaminacion con aflatoxinas que una alta frecuencia
de aislados con baja produccion de micotoxina (Cotty et al., 2008). Diversos medios de cultivos
sintéticos, liquidos o solidos, han sido utilizados tradicionalmente para evaluar la capacidad de
producir aflatoxinas que poseen los aislados (Perrone ef al., 2014b; Ortega-Beltran et al., 2014;
Vaamonde et al., 2003; Cotty, 1989). La correlacion entre los resultados obtenidos en medios
de cultivo y en granos de maiz es materia de estudio desde que Probsty Cotty (2012) observaron
una pobre a moderada correlacion entre ambos sustratos. Hasta donde se conoce, el efecto del

sustrato en la produccion de CPA no ha sido estudiado.

El uso de cepas no aflatoxigénicas de 4. flavus como agentes de biocontrol de aflatoxinas
es una practica agrondmica comun en numerosos cultivos comerciales (Bandyopadhyay et al.,
2016; Doster et al., 2014; Mehl et al., 2012). La aplicacion de estos productos disminuyen la
concentracion de aflatoxinas sin incrementar la severidad del patogeno en el cultivo (Cotty y
Bayman, 1993). Los aislados de A. flavus pueden ser subdivididos genéticamente mediante
andlisis de compatibilidad vegetativa (VCA). En condiciones de laboratorio, dos aislados

diferentes que poseen alelos idénticos a lo largo del loci /et pueden formar un heterocarion con
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intercambio genético en la zona de interaccion entre sus hifas. Si esto ocurre, se determina que
ambos aislados pertenecen al mismo grupo de compatibilidad vegetativa (VCG). En una
determinada poblacion de A. flavus, conocer la diversidad genética mediante VCG y su
distribucion ambiental facilita la identificacion de potenciales agentes de biocontrol e
incrementa su eficacia (Atehnkeng et al., 2016). Se considera que los VCGs estan compuestos
por miembros de un mismo linaje clonal que comparten ciertas caracteristicas fenotipicas y de
patogenicidad, como la habilidad para producir aflatoxinas o la adaptabilidad a un determinado
nicho ecoldgico (Jaime-Garcia y Cotty, 2006; Pildain et al., 2004; Leslie, 1993). Las poblaciones
de A. flavus estan compuestas por numerosos VCGs, cuyas frecuencias relativas varian respecto
a los cultivos, regiones y campafias (Mehl et al., 2012). En un agroecosistema, aumentar la
frecuencia de VCGs no aflatoxigénicos a lo largo de los afios ayuda a disminuir la contaminacion
con aflatoxina debido al desplazamiento de los aislados toxigénicos, fendémeno denominado
exclusion competitiva (Atehnkeng et al., 2016; Mehl et al., 2012; Cotty et al., 2008). Asimismo,
agentes de biocontrol que pertenecen a un VCGs ampliamente distribuido resultan efectivos al

momento de realizar una aplicacion a escala regional (Atehnkeng et al., 2016).

Diversos mecanismos moleculares pueden ser responsables de la perdida de produccion
de aflatoxinas en aislados de 4. flavus (Chang et al., 2005; Ehrlich et al., 2004). La biosintesis
de aflatoxinas es regulada por mas de 25 genes ubicados en un cluster que posee un tamano
entre 65 y 70 kb (Yu et al., 2004). Callicott y Cotty (2015) desarrollaron pares de cebadores
especificos que permiten monitorear deleciones en este cluster utilizando reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Estos cebadores fueron desarrollados para 16 regiones espaciados
aproximadamente cada 5 kb, abarcando el cluster de genes para la biosintesis de aflatoxinas y
otras regiones involucradas en la produccion de esta micotoxina. La presencia o ausencia de
estas regiones es denominada como patron de amplificacion del cluster (PAC). Esta metodologia
ha sido utilizada para estudiar deleciones génicas en poblaciones de 4. flavus nativas de Estados

Unidos y México (Ortega-Beltran et al., 2016; Callicott y Cotty, 2015).

Los objetivos de este capitulo fueron evaluar la produccion de aflatoxinas y CPA de las
cepas de 4. flavus aisladas de espigas de maiz y el efecto del sustrato utilizado; estudiar la

diversidad genética entre los aislados no productores de aflatoxina en busca de VCGs
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predominantes en espigas de maiz para identificar aislados atoxigénicos como posibles agentes

de biocontrol; estudiar posibles deleciones en el cluster de genes para la sintesis de aflatoxinas.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron granos de maiz (cultivar BH8551 RR) provistos por BH genetics (Ganado,

TX, USA).

REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE MICOTOXINAS

Los estandares para aflatoxina B, Bs, Gi, G, y el CPA fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich al igual que todas las soluciones de grado HPLC (metanol, cloruro de metilo, acetona,

cloroformo, agua).

SOLUCIONES PARA LA ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO

e Solucidn salina/Tween

NaCl oo 0,85 ¢
Tween 80.......cccvvvvvnnnn.. 0,50 mL
Agua destilada c.s.p.......... 100 mL

e Rosa de Bengala

Rosa de Bengala............... 0,5¢g
Ethanol 100%.........cccccuene... 30 mL
Agua destilada c.s.p........... 100 mL

e A&M micronutrientes

MnSO4.H20................... 0,11g
(NH4)6Mo070,4.4H20%*....... 0,5¢g
ZnSO4.TH0...cooviinnen. 17,6 g
Na;B407.10H,0............... 0,7¢g
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CuSO4SHL0. .o 03¢

Agua destilada c.s.p.......... 1000 mL
*pH=2,5.

o Buffer de lisis

S 182 mg
EDTA....ccoiiiiiii 186 mg
Agua........oooiiiiiiii, 40 mL
SDS* 10%..cccvevievieieniinenne. 5mL

*El SDS no puede ser autoclavado. Disolver el Tris y el EDTA en agua y ajustar el pH a 8,0. Alcanzar un volumen final de 45

mL y autoclavar por 60 min a 121°C. Agregar el SDS.

o Acetato de amonio 4M
NH4CH;COO....cccennn.. 24,67 g
Aguaestéril®*.................... 80 mL

*Esterilizar mediante filtro previamente autoclavado. Almacenar en heladera.

o Buffer TAE (1x)

TriS. oo 4,84 g
Acido acético glacial........... 1,14 mL
EDTA 500mM (pH 8,0)....... 2 mL
Agua destilada c.s.p............ 1000 mL

MEDIOS DE CULTIVO PARA LA CARACTERIZACION DE Aspergillus flavus

=  Agar Agua (AA)

Agar......oooiiiiiiiiiiii I5¢g
Agua destilada c.s.p........... 1000 mL
pH=7,0
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e Agar papa glucosado (PDA)
Papa glucosado agar......................... 39¢g
Agua destiladac.s.p.....oceviiiiiiiiiiiin. 1000 mL

e Agar Czapek Dox (CZ)

SUCTOSE. ..o 30g
NaNO3. ..., 3g

KCL 0,5¢g
MgSO4THO v 0,5¢g
FeSO4.7THyO...ooiiiiiiiiiii 0,01g
POMHK ..o lg

AGaT. .o I5¢g
Agua destiladac.s.p.....cooeiiiiiiiiiiin.. 1000 mL
pH=7.3

e Agar harina de maiz (CMA)

Harina de maiz agar®*......................oooi 17 ¢
Agua destiladac.s.p.....cooeiiiiiiiiiiin.. 1000 mL
*Difco™ #211132

e [Extracto de levadura y sacarosa (YES)

Estracto de levadura........................... 2g
Sacarosa.......oovviiiiiii 15¢
Agua destiladac.s.p.....coviiiiiiiiiiin.. 1000 mL

e Medio de seleccion (SEL)

Sacarosa........cvviiiiiii e, 30g
NaNOs. oo 3g
PO4HK2 ......................................... 0,5 g
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MgSO4THO. o 0,5¢g
KCL 0,5¢g
KCIO3 i 25¢
Rosade Bengala............................. 10 mL
A&M micronutrientes......................... I mL
AGaT. .o 20g
Agua destiladac.s.p.....coviiiiiiiiiiin.. 1000 mL
pH="7

e Medio MIT

Sacarosa........cvviiiiiii 30g
NaNOs. oo 3g
POMHK ..o 05¢g
POMHLK. .o 05¢g
MgSO4THO. o 0,5¢g
KCL 0,5¢g
KCIO3. i I5¢g
A&M micronutrientes......................... I mL
AGaT. .o 20g
Agua destiladac.s.p.....coviiiiiiiiiiini. 1000 mL
pH=6,5

o Agar5/2
V-8™ U0, 50 mL
Agua destiladac.s.p.....coviiiiiiiiiiin.. 1000 mL
AGar. .o 20g

e Agar hipoxantina (HYP)
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POMHLK. .o 10g
MgSO4THO. o 2g
A&M micronutrientes......................... I mL
Hipoxantina..............ccoovviiiiiiinnnnn... 0,2¢g
AGaT. . i 20g
Agua destiladac.s.p.....coviiiiiiiiiii.. 1000 mL
pH=35,5

e Agar Nitrito (NA)

Sacarosa.......ooeviiiiiii e, 50g
POMHLK. .o 10g
MgSO4THO. o 2g
NaNOg. oo 0,5¢g
A&M micronutrientes......................... I mL
AGaT. .o 20g
Agua destiladac.s.p.....cooeiiiiiiiiiiin.. 1000 mL
pH=35,5

e Agar Almidén (AMD)

Dextrosa......oooevviiiiiiiiiii 36¢g
Almidén soluble*.................o 20g
NaNOs. oo 3g
POMHK ..o 05¢g
POMHLK. .o 05¢g
MgSO4TH2O v 2g
KCL 0,5¢g
A&M micronutrientes......................... I mL
AGaT. .o 20g
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Agua destiladac.s.p.....coviiiiiiiiiiin.. 1000 mL
pH=16

*Agregado junto con el agar, con el pH regulado.

OBTENCION DE CULTIVOS MONOSPORICOS Y PREPARACION DE
INOCULO

Un total de 83 aislados de 4. flavus nativos obtenidos desde espigas de maiz colectadas
al azar en lotes de las regiones maiceras [ y IV durante las campafias 2012/2013, 2013/2014 y
2014/2015 (Tabla 3.1) fueron incluidos en este estudio empleando la metodologia descripta en
el capitulo 2 de esta tesis. Para obtener cultivos monosporicos, se prepararon diluciones seriadas
para cada aislado a partir de cultivos puros previamente crecidos en PDA (25 + 2°C, oscuridad,
7 dias). La concentracion mas diluida fue utilizada para sembrar placas de Petri con medio AA
para ser incubadas a 30 £ 2°C durante 72 hs, en oscuridad. Luego de la incubacién, un tnico
conidio germinado fue seleccionado bajo estereomicroscopio (Bausch & Lomb, USA) y
transferido con un ansa “en punta” a placas de Petri con medio PDA. Los aislados fueron
incubados a 30 + 2°C durante 7 dias, en oscuridad. Los conidios de los nuevos cultivos fueron
transferidos a frascos de color caramelo de 20 mL con agua destilada estéril (5 mL) y su
concentracion fue ajustada a 1x10° conidios mL™ utilizando una cdmara de Neubauer. Las
suspensiones obtenidas fueron almacenadas a 4°C en oscuridad (de Rodriguez et al., 2011).
Las esporas de los cultivos monospdricos obtenidos se mantuvieron en glicerol al 25% a -80°C
para una conservacion a largo plazo. La obtencion de cultivos monosporicos es importante para
comparar caracteristicas moleculares y los metabolitos sintetizados entre aislados, permitiendo

ademads una repetibilidad de los resultados (Choi et al., 1999).

Todos los experimentos detallados en este capitulo fueron realizados bajo la direccion
del Dr. Themis J. Michailides en el laboratorio de Plant Pathology de la Universidad de

California — Davis, Estados Unidos.
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Tabla 3.1. Aislados nativos de Aspergillus flavus obtenidos a partir de espigas de maiz cultivadas

en dos regiones maiceras (I y IV) durante las campafias 2012/2013, 2013/2014 y 2014/2015.

Region Provincia Localidad* Campafia Aislados
I Santiago Sachayoj 2012/2013 AS10202 AS03802
del Estero AS10302 AS04001
AS10402 AS00018
2014/2015 AS05254 AS02257
La Abrita 2012/2013 AS11821 AS04722
AS04222 AS04822
AS04322 AS05122
AS04522 AS05322
AS05022 AS04122
AS05222 AS04422
AS11622 AS04622
AS00019 AS04922
AS11623
Bandera 2014/2015 AS04755 AS01153
Quimili 2014/2015 AS01756 AS04848
Tucuman Leales 2014/2015 AS03145 AS05544
v Cordoba Altos Fierro 2013/2014 AS03326 AS03426
2014/2015 AS06659
Cafiada de Luque 2012/2013 AS03917 AS12114
AS07517 AS12214
AS07417 AS11215
AS07617 AS11415
AS12012 AS11515
AS09913 AS10616
AS10013 AS10816
AS09813 AS10516
Capilla de los Remedios 2014/2015 AS04050
General Paz 2012/2013 AS12410
Manfredi 2012/2013 AS12306 AS12707
AS12506 AS12909
AS12606 AS13009
AS07704 AS07804
AS12807 AS08004
AS11108 AS08105
AS00001 AS02808
AS07604 AS08508
AS08608
2014/2015 AS06441 AS06240
Jesus Maria 2012/2013 AS09611 AS08711
AS08811 AS09311
AS09011 AS09411
AS09511
2014/2015 AS05639 AS05739
Pampa de Pocho 2012/2013 AS10919
Santa Fe Videla 2012/2013 AS07424 AS07024

* Localidad mas cercana al lote.
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PRODUCCION DE ESCLEROCIOS EN CONDICIONES DE LABORATORIO

Se evaluo la capacidad de producir esclerocios para cada cepa, como asi también el
nimero y tamafio de los mismos bajo condiciones controladas de laboratorio. Placas de Petri
con medio CZ fueron inoculadas centralmente con 10 pL de suspension de esporas e incubadas
a 30 £ 2 °C en oscuridad, durante 21 dias. Los esclerocios fueron recuperados en 5 mL de
solucion salina Tween mediante raspado la superficie de la placa. La suspension resultante fue
filtrada a través de un filtro Whatman N° 2. Para calcular el nimero de esclerocios, éstos fueron
dispersados sobre una cuadricula (10 x 10 mm) marcada en la parte superior de una placa de
Petri y se realizaron observaciones bajo estereomicroscopio. Un total de 20 esclerocios fueron
elegidos al azar y sus didmetros fueron determinados en un microscopio (Zeiss, Germany)
(Novas y Cabral, 2002). Los aislados de A. flavus fueron clasificados como morfotipos L
(didmetro promedio > 400 um) o S (didametro promedio < 400 um) (Cotty, 1989). Aquellos
aislados que no produjeron esclerocios luego del periodo de incubacion, fueron sembrados en
medio CMA y granos de maiz estériles bajo las mismas condiciones para inducir la produccion
de esta estructura de resistencia. Finalmente, aquellos aislados que no produjeron esclerocios
bajo ninguna de las condiciones mencionadas, fueron determinados como no productores (NP)

(Novas y Cabral, 2002).

PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN MEDIO DE CULTIVO

Todas los aislados de 4. flavus fueron evaluados por su capacidad de producir aflatoxinas
en medio de cultivo mediante cromatografia en capa delgada (TLC). Los experimentos fueron
realizados en viales (20 mL) con 5 mL de medio de cultivo YES y sellados con tapa de goma
para permitir el intercambio gaseoso. El medio de cultivo fue sembrado asépticamente con
100puL de suspension de esporas. Los tratamientos fueron incubados a 30 £ 2 °C en oscuridad,
durante 7 dias (Figura 3.1). Se agregaron 3 mL de acetona para detener el crecimiento del hongo
y los viales fueron colocados en oscuridad a temperatura ambiente por 1 hora para permitir la
liberacion de las micotoxinas contenidas en el micelio. Se adicionaron 5 mL de cloruro de
metilo, 5 mL de agua destilada, se agitaron manualmente y se pusieron nuevamente en reposo.

Después de una hora, se tomo 1,5 mL de la capa inferior, se transfirio a viales color caramelo (2
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mL) y se los dejo evaporar completamente en una campana. El residuo seco obtenido fue
resuspendido en metanol:agua (70:30) y filtradas a través de un filtro de nylon (2 um, VWR,
USA). Los extractos fueron almacenados a -20 °C en oscuridad hasta su analisis. Las muestras
(4 pL) fueron depositadas con micropipeta en placas de TLC (Silicagel 60, Merk, Alemania)
junto a los estandares de aflatoxinas B, By, G y G (Sigma Aldrich, USA). Las placas fueron
reveladas en cloroformo:acetona (88:12) durante 40 minutos. La presencia de aflatoxinas se
visualizd bajo luz ultravioleta (A=365 nm) y se cuantific6 mediante densitometria de
fluorescencia en un equipo "CAMAG TLC scanner 3" (Muttenz, Switzerland), utilizando el
software winCATS 1. 4. 2 (Ortega-Beltran et al., 2014; Probst y Cotty, 2012). Se utilizaron
curvas de calibracion a calculadas previamente a partir de diferentes concentraciones de

soluciones estandares.

Figura 3.1. Aislado de Aspergillus flavus en medio de cultivo YES (tres réplicas) después del
periodo de incubacion.

PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN GRANOS DE MAiZ

Todos los aislados fueron también evaluados por su capacidad de produccion de
aflatoxinas en granos de maiz. Los experimentos se llevaron a cabo en frascos Erlenmeyer (250
mL) preparados con 10 g de maiz no dafiado y autoclavados a 121 °C durante 1 hora. Un set
representativo de granos fue colocado en placas de Petri con medio PDA e incubado a 30 £ 2 °C

en oscuridad por 7 dias, con el objetivo de evaluar la efectividad de la esterilizacion y confirmar
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la ausencia de contaminante fungicos. El contenido de humedad de los granos fue determinado
con un equipo MT-PRO (John Deere, IL, USA) y ajustado a 25% con agua destilada estéril
conteniendo 1x10° conidios. Los frascos fueron sellados con AirOtop™ (Thomson Istrument
Company) para permitir el intercambio gaseoso y colocados en cubetas de plastico con 2 cm de
agua para mantener en contenido de humedad. Los tratamientos fueron incubados a 30 + 2 °C
en oscuridad durante 7 dias (Figura 3.2). Al final del periodo de incubacion, se agregaron 50 mL
de metanol:agua (70:30) a cada frasco y se homogeneiz6 el contenido en un molinillo Waring
Blendor (Conair corporation, USA). La mezcla fue filtrada en embudo con papel de filtro 415
(VWR, USA) y 2 mL se guardaron en viales color caramelo (2 mL) a -20 °C hasta su analisis
(Probst y Cotty, 2012). Las aflatoxinas fueron detectadas y cuantificadas como se describid

previamente (TLC).

Figura 3.2. Aislado de Aspergillus flavus cultivado en granos de maiz para la determinacion de
aflatoxinas.
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IDENTIFICACION DE CEPAS NO PRODUCTORAS DE AFLATOXINAS

Las muestras en las que no se detect6 aflatoxinas mediante TLC fueron evaluadas por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en un equipo HP serie 1050. Las separaciones
cromatograficas se realizaron en columna C18 Nova Pack® (100 x 3,9 mm; 4 um tamafno de
particula). La fase moévil utilizada fue metanol:agua (70:30) a velocidad de flujo de 0,8 mL min
! Las aflatoxinas fueron detectadas utilizando un detector de fluorescencia programado con
longitudes de onda a 360 y 440 nm para excitaciéon y emision, respectivamente. Se utilizé un
reactor fotolitico, acoplado inmediatamente después de la columna, para incrementar la
sensibilidad del detector por derivatizacion fotolitica. El andlisis cuantitativo se realizé mediante
normalizacion del area de los picos. Se elabor6 una curva de calibracion a partir de las areas
obtenidas para diferentes concentraciones de estandares de aflatoxinas Bj, B, G; y G,. Los
limites de deteccion estuvieron por debajo de 1 ng g"'. Cuando no se detectaron aflatoxinas

mediante esta técnica, el aislado fue clasificado como no aflatoxigénicos (Doster et al., 2014).

PRODUCCION DE A,CI])O CICLOPIAZONICO EN MEDIO DE CULTIVO Y
EN GRANOS DE MAIZ

Los aislados de A. flavus fueron evaluados por su capacidad para producir acido
ciclopiazonico (CPA) en medio de cultivo y granos de maiz y analizar su coocurrencia con las
aflatoxinas. Las muestras analizadas estuvieron compuestas por los mismos extractos utilizados
para evaluar la produccion de aflatoxinas. La eficiencia del método de extraccion para esta
micotoxina fue del 51%. La produccion de CPA fue analizada mediante HPLC en un aparato
Agilent serie 1100 (Agilent technology, CA, USA) equipado con un detector por red de diodos
(280 nm), inyector de muestras automatico, bomba cuaternaria y una columna tipo C18
ZORBAX Eclipse Plus (100 x 4,6 mm, 3,5 pm tamafio de particula) mantenida a una
temperatura de 50 °C. La fase movil consistié de metanol: sulfato de zinc 4 mM (50:50; pH 3.5)
a una velocidad de flujo de 0,8 mL min™'. El volumen de inyeccién fue de 50 puL para cada
muestra. El andlisis cuantitativo se realizdo mediante normalizacion del area de los picos y se
cuantificé utilizando una curva de calibracion calculada a partir de diferentes concentraciones

de estandar. Las muestras fueron consideradas positivas cuando se detectd un pico con similar
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espectro y tiempo de retencion al del estdndar (Motta y Soares, 2000). El limite de deteccion

que permitio obtener un espectro identificable fue 20 ng g™

GRUPOS DE COMPATIBILIDAD VEGETATIVA

La variabilidad genética presente en cepas no productoras de aflatoxinas se estudio
mediante andlisis de compatibilidad vegetativa (VCA). Los mutantes (nif) fueron obtenidos en
placas de Petri con medio de cultivo SEL inoculadas centralmente con 8 pL de solucion de
esporas (1x10° conidios mL™), incubadas a 30 + 2 °C en oscuridad, hasta la aparicion de micelio
con un patrén de crecimiento “ralo y expansivo”. Se recuperaron al menos cuatro nifs por cada
aislado, a partir de estos sectores resistentes al clorato, y se transfirieron a medio MIT durante 3
dias para la estabilizacién de los mismos. Posteriormente, fueron subcultivados en medio 5-2
para obtener soluciones de esporas. El fenotipo de los mutantes se determin6 de acuerdo al
crecimiento normal (+) o “ralo y expansivo™ (-) en medios de cultivo CZ, HYP y NA (Tabla 3.2).
Los mutantes fueron identificados como niaD (incapaces de utilizar nitrato), nirA (incapaces de
utilizar nitrito y nitrato) y cnx (incapaces de utilizar hipoxantina y nitrato) (Mauro et al., 2013;

Pildain et al., 2004).

Los experimentos de compatibilidad se desarrollaron en medio de cultivo AMD.
Inicialmente, se evaludé la autocompatibilidad entre mutantes de un mismo aislado. La
compatibilidad fue identificada como una linea de crecimiento normal donde el micelio de los
dos mutantes a evaluar entran en contacto (Figura 3.3) (Cotty y Taylor, 2003). Todos los
mutantes fueron evaluados entre si para formar los grupos de compatibilidad vegetativa (VCG).
El indice de diversidad, calculado como el cociente entre el nimero de VCGs obtenidos y el
namero de aislados, fue utilizado para expresar la diversidad entre los aislados de A. flavus no

productores de aflatoxinas (Mauro et al., 2013).
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Tabla 3.2. Clasificacion seglin caracteristicas fenotipicas de los mutantes obtenidos a partir de
los aislados no aflatoxigénicos de Aspergillus flavus presentes en espigas de maiz en las regiones
Iy IV durante las campafias 2012/13, 2013/14 y 2014/15.

Tipo de crecimiento® Tipo de mutante
Cz* NA * HYP *

- + - cnx

- + + niaD"

- - + nird

* (+): crecimiento normal, igual al tipo silvestre; (-): crecimiento ralo y expansivo.
*CZ: Agar Czapeck Dox, NA: Agar nitrito, HYP: Agar hipoxantina.

Figura 3.3. Formacion de heterocarion en la zona de interaccion entre dos mutantes diferentes
de un mismo aislado de Aspergillus flavus en medio agar almidon (AMD).
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PATRONES DE AMPLIFICACION DEL CLUSTER DE AFLATOXINAS

El cluster de genes responsables de la biosintesis de aflatoxinas se estudio en busca de
deleciones que resulten en la incapacidad de producir esta micotoxina en aislados nativos de 4.
flavus. El cluster fue investigado siguiendo la metodologia propuesta por Callicott y Cotty,
(2015) y utilizada por Ortega-Beltran et al. (2016). E1 ADN se obtuvo a partir de colonias
previamente cultivadas en 5/2 agar durante 7 dias a 30°C en oscuridad. A cada placa se le
agregaron 1,2 mL de solucidn salina/Tween para suspender las esporas mediante raspado de la
superficie del agar con un hisopo estéril. La suspension obtenida fue transferida a tubos
Eppendorf (1,5 mL) y centrifugada a 8000 g durante 5 min, eliminando el sobrenadante. Las
esporas fueron resuspendidas en 450 pL de buffer de lisis y colocadas en bafio de agua a 60°C
durante 1 h, agitando después de los primeros 30 min. Las muestras fueron nuevamente
centrifugadas a 14000 g durante 30 min y 370 uL del sobrenadante fueron transferidos a un
nuevo tubo. El ADN fue precipitado mediante agregado del mismo volumen de acetato de
amonio (4M) y purificado con etanol (740 mL). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando los cebadores SCO1, ICO1, ACO1, AC02, AC03, AC04, ACOS5, AC06, AC07, ACO8,
AC09,AC10,AC11,ACI12, AC13,1C02 y un control interno, desarrollados por Callicott y Cotty
(2015). Estos cebadores amplifican marcadores para el c/uster de aflatoxinas y regiones cercanas
que intervienen en la biosintesis. Para cada reaccion se mezclaron 10 nmol L' de cada cebador,
1 x AccuPower PCR PreMix (Bioneer, Alameda, CA) y 20 ng de ADN en volumen final de 25
pL. Las muestras se colocaron en termociclador programado de la siguiente manera: 1 min a
94°C; 30 ciclos de 30 s a 94°C, 90 s a 62°C, 90 s at 72°C; con una elongacion final de 10 min a
72°C. Los productos de la PCR fueron revelados en agarosa 1% en buffer TAE 1x.

HABILIDAD COMPETITIVA DE AISLADOS ATOXIGENICOS

Los ocho aislados atoxigénicos miembro de los dos VCG mayoritarios fueron incluidos
en el experimento mientras que aquellos autoincompatibles fueron excluidos. Se seleccionaron
dos aislados toxigénicos (ASO8811 y AS05322) con diferente origen geografico. Todos los
aislados atoxigénicos fueron evaluados individualmente por su habilidad para reducir la cantidad

de aflatoxina B; y CPA sintetizada por los aislados toxigénicos. Los granos de maiz fueron
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esterilizados mediante inmersion en hipoclorito de sodio (10%) por 2 min, con posterior
inmersion en etanol (70%) por otros 2 min. Una vez desinfectados, los granos fueron secados
en una cabina de seguridad bioldgica durante 1 h y colocados en Erlenmeyers (250 mL) en una
cantidad de 10 g. Los tratamientos fueron inoculados simultineamente (10° conidios por
Erlenmeyer) con suspension de esporas de un aislado toxigénico y uno atoxigénicos. Los
controles positivos y negativos fueron inoculaciones independientes con aislado toxigénico o
atoxigénico, respectivamente. El contenido de humedad fue ajustado como se describio
previamente. El agente de biocontrol 4. flavus AF36 (origen Estados Unidos) fue incluido en el
andlisis para comparar su desempeno con respecto al de los aislados nativos de Argentina,
coinoculando separademente con cada uno de los aislados toxogénicos. Los tratamientos fueron
sellados como se indico previamente e incubados a 30°C por 7 dias en oscuridad (Mauro et al.,
2015; Probst et al., 2011). Las micotoxinas fueron extraidas y analizadas por TLC de acuerdo a

la metodologia detallada anteriormente.

ANALISIS ESTADISTICO

Para la produccion de esclerocios, cada aislado fue cultivado en tres repeticiones. Los
experimentos para evaluar la produccion de micotoxinas se realizaron con 3 réplicas y se
repitieron dos veces. Los datos de cada tratamiento se combinaron luego de corroborar la
homogeneidad de las varianzas para el error experimental mediante el test F. Los datos fueron
transformados a raiz cuadrada previo al andlisis para homogeneizar la varianza de los
tratamientos. Las medias para cada tratamiento fueron obtenidas mediante andlisis de la varianza
(ANOVA; P < 0,005). Con el objetivo de evitar un solapamiento extensivo entre los
tratamientos, las diferencias significativas fueron detectadas utilizando la prueba DGC de
acuerdo a Di Rienzo et al. (2002), método que utiliza un andlisis de cluster para identificar
grupos de medias que muestran un solapamiento sustancial en las pruebas tradicionales de
comparacion. Diferencias significativas entre los tratamientos durante los ensayos de
coinoculacion y en el nimero de esclerocios fueron detectadas mediante test LSD de Fisher.
La relacion entre la produccion de aflatoxinas y CPA, como asi también entre los sustratos

utilizados, se determind mediante andlisis de correlacion de Pearson. Para comparar la
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producciéon de micotoxinas entre aislados y la influencia de la region se utilizaron los datos
obtenidos de los ensayos en granos de maiz. El andlisis de los datos se realiz6 utilizando el

software estadistico InfoStat, version 2014 (Di Rienzo et al., 2014).
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RESULTADOS Y DISCUSION

PRODUCCION DE AFLATOXINAS Y CARACTERIZACION DE
ESCLEROCIOS

Los 83 aislados de 4. flavus fueron evaluados por su capacidad toxigénica en medio de
cultivo y en granos de maiz. Aquellos aislados que produjeron aflatoxinas, en uno o en ambos
sustratos, fueron clasificados como “aflatoxigénicos™ (Tabla 3.3). La aflatoxina sintetizada por
los aislados fue del tipo B; y B,, pero solo se cuantifico la primera debido a su mayor toxicidad
(Cotty et al., 2008). Los resultados obtenidos concuendan con bibliografia previa donde se
indica que los aislados de 4. flavus producen aflatoxinas del tipo B (Perrone ef al., 2014a; Mehl
etal.,2012; Cotty 1989). No se detectd la produccion simultanea de aflatoxina G; o G; por parte
de los aislados estudiados. Aislados atipicos que producen ambos tipos de aflatoxina han sido
reportados en Argentina y paises de Africa (Probst et al. 2012; Pildain et al., 2004; Vaamonde
et al., 2003). Pildain et al. (2008) propone a estos aislados como una nueva especie pero su

designacion taxondmica permanece sin ser definida (Perrone et al., 2014a).

Considerando todos los aislados, 32% (n=83) demostré capacidad para producir
aflatoxina B,. Teniendo en cuenta solamente los aislados que produjeron esta micotoxina, 61%
(n=27) produjeron esclerocios. Solamente dos aislados productores de aflatoxina fueron
identificados como morfotipo S, cuya habilidad para producir aflatoxina B; fue similar a
aquellos aislados aflatoxigénicos identificados como L o NP (P=0,5112). Los aislados tipo S
generalmente producen concentraciones mayores de aflatoxina que los aislados tipo L o NP
(Mehl y Cotty, 2008). Los resultados obtenidos en este estudio indican que los aislados tipo S
no son agentes causales importantes en la contaminacion de espigas de maiz. Mehl et al. (2012)
sefialaron que los aislados tipo S estan mas adaptados al medioambiente del suelo, desde son
aislados frecuentemente. Resultados similares se obtuvieron para una poblacion de A. flavus
presente en espigas de maices cultivados en Italia, donde solo 1 de 70 aislados fue caracterizado
como morfologia tipo S (Giorni et al., 2007). Estudios previos indicaron aislados tipo L como
predominantes en una poblacion de 4. flavus presente en granos de maiz en diferentes regiones

agro-ecologicas de Nigeria donde, al igual que en este trabajo, la incidencia de aislados
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aflatoxigénicos fue menor al 40 % (Atehnkeng et al., 2008). La predominancia de aislados tipo
L en poblaciones de 4. flavus es usualmente es asociada a una mayor frecuencia de aislados
atoxicogénicos con posibilidad de ser explotados como agentes de biocontrol (Mauro et al.,

2013; Cotty, 1989).

En ambas regiones predominaron los aislados no productores de aflatoxina (Anexo 1).
Aungque el porcentaje de cepas toxigénicas fue significativamente (P=0,016) mayor en la region
IV (41%, n=52), en comparacion con la region I (19%, n=31), la habilidad de las cepas para
producir esta micotoxina no estuvo influenciada por la regiéon agroecologica (P=0,1537). La
habilidad para producir micotoxinas puede variar ampliamente de acuerdo al origen geografico
de los aislados y sus condiciones ambientales (Perrone ef al., 2014; Vaamonde et al., 2003). Sin
embargo, se considera que los genotipos de 4. flavus se encuentran ampliamente distribuidos en
la naturaleza, razon por la cual, la habilidad para producir micotoxinas puede no diferir entre

regiones cercanas (Bayman y Cotty, 1993).

Los aislados aflatoxigenicos produjeron en promedio cantidades significativamente (P <
0,001) mas altas de aflatoxina B, en el tejido hospedante. La produccidn de esta micotoxina tuvo
una media de 13,633 y 4,040 pg g en granos de maiz y medio de cultivo, respectivamente. La
produccion de aflatoxina B; en ambos sustratos presentd una moderada correlacion (+=0,42;
P<0,001). La cantidad de aflatoxina sintetizada es influenciada por el sustrato utilizado (Perrone
et al., 2014a). Probst and Cotty (2012) sefialaron resultados similares, con menores cantidades
de aflatoxinas en medio de cultivo sintético y una baja correlacion (r=0,32) entre las
metodologias. Los aislados nativos que produjeron grandes cantidades de aflatoxina en medio
de cultivo, no fueron altamente toxicos en granos de maiz, como también indicaron Probst y
Cotty (2012). Los aislados varian en tipo y cantidad de enzimas hidroliticas que producen para
colonizar el tejido del hospedante, lo que resulta en una mejor adaptacion y diferente capacidad

para producir aflatoxinas (Mehl y Cotty, 2008; Mellon ef al., 2007).

En medio de cultivo, la variabilidad entre los aislados aflatoxigenicos permitié que sean
clasificados en tres grupos de acuerdo a su habilidad para producir aflatoxinas (Tabla 3.3). Esta

variabilidad fue menor en granos de maiz y los aislados fueron clasificados en dos grupos. Los
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aislados con baja produccién de aflatoxinas (4,82 pg g™') se presentaron con mayor frecuencia
(44,4 %) dentro de la poblacion de A. flavus presente en espigas de maiz (Figura 3.4). La
produccion de aflatoxina varia entre miembros de una misma poblacion, con algunos aislados
produciendo cantidades mucho mayores de aflatoxina que otros. Como resultado, el contenido
de aflatoxina en el tejido de los granos de maiz puede variar desde 10 ng g a billones de ng g™

(Cotty et al., 2008).

Medio de cultivo liquido como sustrato para la produccion de aflatoxinas mostré menos
sensibilidad y se detectaron un total de siete falsos negativos. Estos aislados produjeron desde
0,538 a 16,841 ng g™ de aflatoxina B, cuando fueron inoculados en granos de maiz. A pesar de
esto, esta metodologia podria ser Util para determinar la proporcion de cepas aflatoxigénicas en

una poblacién de 4. flavus.

Por otro lado, el nimero de esclerocios producidos no estuvo relacionado a la produccioén
de aflatoxina (P=0,4465). Todos los aislados identificados como no aflatoxigénicos no
produjeron estas estructuras de resistencia en condiciones de laboratorio y fueron clasificados
como NP. Este tipo de aislado fue previamente reportado y caracterizado para poblaciones de 4.
flavus presentes en mani (Novas y Cabral, 2002). Aislados de 4. flavus no productores de
esclerocios han sido reportados como predominantes en espigas de maiz, representando 71% de
la poblacion total (Giorni et al., 2007). Otros autores (Nesci y Etcheverry, 2002; Zummo y Scott,
1990) destacaron que A. flavus posee gran habilidad para sobrevivir en el rastrojo después de la

cosecha, pudiendo ser la principal fuente de inoculo para este tipo de aislados.
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Tabla 3.3. Produccion de micotoxinas y caracterizacion de esclerocios de 27 aislados
aflatoxigénicos de Aspergillus flavus presentes en espigas de maiz en las regiones I y IV durante
las campanas 2012/13, 2013/14 y 2014/15.

Aislado Esclerocios * AFB; (ugg')? CPA (ngg')*
n°/cm®  Diametro (um) tipo maiz YES* maiz YES*

AS11623 15,7¢ 822,06 L 1,003b 1,403 ¢ 6,098b 0,470b
AS04722 120,6b 477,68 L 8,614b 0,251c 8,138a 0,954 a
AS04822 37,5¢ 492,49 L 16,841 b ND 10,147a 3,958 a
AS05122 154,5a 303,64 S 11,982b ND 14,305a 0,372b
AS05322 21,2c¢ 688,75 L 3390b ND 5799b 4214 a
AS04922 - - NP 0,538b ND 2909b ND
AS10013 10,6 ¢ 935,07 L 19,717b 3,611b 8,724a 0,470b
AS10516 18,0c 614,69 L 9916 b 4,408 b ND 0,488 b
AS10919 105,3b 770,22 L 2408b NDc 1,618 0,266 b
AS09611 25¢ 1046,09 L 2,782b 0,780 ¢ ND 0,261 b
AS09813 352c¢ 570,26 L 3985b 0,169 ¢ 4,075b  0,265b
AS02808 42c¢ 585,07 L 2409b 0,889 ¢ ND 0,138b
AS07604 194,6a 203,66 S 26,552a 1,689b 14,265a 0,696 a
AS07804 23,1c¢ 625,80 L 27,119a 10,8340 0,043b 0,295b
AS08004 18,6c 470,28 L 34,786 a 2,024 b 5342b 0,405b
AS08811 19,8¢c 625,80 L 11,104b 1,157 ¢ 21,674a 0,207b
AS09011 18,5¢ 581,37 L 5337b  1,501b ND 0,198 b
AS08105 - - NP 1,808b ND 1,676 b 0,035b
AS08508 - - NP 25906a 1,249¢ ND 0,194 b
AS08608 - - NP 21,941 a 14,260 a ND 0,229 b
AS08711 - - NP 25,025a 2,903 b ND 0,786 b
AS09311 - - NP 15,480b 22,030 a ND 0,291 b
AS09411 - - NP 1,081 b ND 8,329a 0,278 b
AS09511 - - NP 13,570b 0,645 ¢ ND 0,I51b
AS11215 - - NP 10,963 b 1,143 ¢ ND 0,444 b
AS11415 - - NP 14,190b 2,845b 2,355b 1,166 b
AS11515 - - NP 8,829b 1,650c 2,185b 0,510b

* (-) = no se observaron esclerocios. Los aislados S y L producen esclerocios con didmetro promedio <400 y>400 pum,
respectivamente. NP indica que los aislados no produjeron esclerocios en condiciones de laboratorio.

Y Valores medios (n=6) de AFB(aflatoxina By, en una misma columna (maiz o medio) no compartiendo la misma letra, indica
diferencias significativas entre los aislados (ANOVA, DCG test, o 0.05), en base a los datos transformados. ND= no detectado.
* Valores medios (n=6) de CPA (acido ciclopiazonico) en una misma columna (maiz o medio de cultivo) no compartiendo la
misma letra, indica diferencias significativas entre los aislados (ANOVA, DCQG test, o 0.05), en base a los datos transformados.
ND= no detectado.

*YES = medio de cultivo extracto de levadura y sacarosa.
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Frecuencia relativa

4.82 13.38 21.94 30.50 39.07 : 2.21 6.53 10.86 15.18 19.51 23.84
ug g' ng g

Figura 3.4. Histogramas de frecuencia para aislados de A. flavus productores de micotoxinas
presentes en espigas de maiz en las regiones [ y IV durante las campanas 2012/2013, 2013/2014
y 2014/2015. (A) Aflatoxina By; (B) acido ciclopiazénico.

PRODUCCION DE ACIDO CICLOPIAZONICO

Se evalud la habilidad para producir CPA por parte de todos los aislados nativos, con el
objetivo de estudiar la contaminacion de espigas maiz con cepas de A. flavus productoras de
ambas micotoxinas (Tabla 3.3 y 3.4). Aquellos aislados que no produjeron aflatoxina ni CPA,
fueron considerados como ‘“‘atoxigénicos” (Tabla 3.4). Solamente 16% de los aislados no
produjo ninguna de las micotoxinas analizadas y fueron clasificados como atoxigénicos. Este
bajo porcentaje de aislados atéxicogénicoss se debe principalmente a que un alto porcentaje de
los mismos produjeron CPA (Anexo 1). Resultados similares se obtuvieron en Italia, donde un
elevado porcentaje (61%) de aislados de 4. flavus fueron reportados como productores de esta
micotoxina dentro de la poblacion presente en espigas de maiz (Giorni ef al., 2007). Por otro
lado, también han sido reportado altos porcentajes (73-94%) de cepas productoras de CPA como
parte de la micobiota natural presente en mani, trigo y soja cultivada en Argentina (Vaamonde
et al., 2003). La produccion de CPA es un dato importante en la inocuidad de maiz desde que
se determind que el agente de biocontrol A. flavus AF36 incrementa los niveles de esta

micotoxina en maiz inoculado a campo (Abbas et al., 2011).

No se detectaron diferencias significativas entre cepas de diferente region agroecologica

(P=0,2124) mientras que los aislados con baja produccion de CPA (2,21 pg g™') fueron los mas
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frecuentes (77,4 %; Figura 3.4). Giorni et al. (2007) indic6 resultados similares, donde solo 20%
de los aislados de A. flavus supero esta media para la produccion de CPA. Actualmente se
desconoce el efecto de la exposicion prolongada a bajas concentraciones de esta micotoxina
sobre la salud humana (Chang y Ehrlich, 2011). Debido a esto, los resultados obtenidos en este
trabajo evidencian la necesidad de estudiar los niveles de CPA en granos de maiz cultivados en

las regiones [ y I'V.

La produccion de esta micotoxina tuvo un comportamiento similar al de aflatoxina By,
presentando valores medios mas altos en granos de maiz (2,21pg g™') en comparacién con medio
de cultivo (1,165 pg g). Hasta donde se conoce, este trabajo constituye el primer estudio sobre

de produccion de CPA en diferentes sustratos.

Los resultados obtenidos en este trabajo también sugieren la posibilidad de co-ocurrencia
de aflatoxinas y CPA en maiz cultivado en las regiones I y IV. Todos los aislados aflatoxigénicos
produjeron simultineamente CPA con valores medios de 7,62 pg g en granos de maiz y 1,83
ng g en medio de cultivo. En general, la cantidad de CPA fue significativamente menor que de
aflatoxina B, en maiz (7,62 pg g CPA vs 13,63 pg g aflatoxina) como asi también en medio
de cultivo (1,83 pg g' CPA vs 4,04 pg g aflatoxina). Estos resultados coinciden con datos
reportados por otros autores, quienes indicaron que la mayoria de los aislados de A. flavus
producen cantidad significativamente mas altas de aflatoxina que CPA (Astoreca et al., 2014;
Horn et al., 1996). Sin embargo, el aislado AS09411 tuvo un comportamiento opuesto. Aislados
con estas caracteristicas fueron hallados frecuentemente en poblaciones de 4. flavus de suelo

cultivado con mani en Argentina (Barros et al., 2006).

Dentro del grupo de aislados que no produjeron aflatoxinas, el 76,7% de los mismo
produjo CPA. En granos de maiz, la media para esta micotoxina fue significativamente menor
para estos aislados en comparacion con aquellos que produjeron simultdneamente aflatoxina B,
(1.973+0.75 pg g vs 7.620+0.93 pg g™, respectivamente). Esta diferencia no fue significativa

en medio de cultivo.
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Tabla 3.4. Grupos de compatibilidad vegetativa y produccioén de acido ciclopiazénico en 56
aislados no productores de aflatoxina presentes en espigas de maiz en las regiones maiceras [ y
IV durante las campafas 2012/13, 2013/14 y 2014/15.

VCG”

AMI

AM?2
AM3
AM4
AMS

Aislado

AS10302
AS10402
AS11821
AS04222
AS04522
AS05022
AS05222
AS12114
AS12214
AS12306
AS12410
AS12506
AS12606
AS12707
AS12909
AS13009
AS03917
AS05639
AS06659
AS07517
AS07617
AS07704
AS10616
AS05739
AS04322
AS03145
AS03802
AS04050
AS12807
AS00019
ASI11108
AS11622
AS04122
AS04422
AS04622
AS04755
AS00018
AS10816

CPA (ngg)”

Medio YES* maiz
ND 0,968 b
ND 1,805 b
ND 0,752 b
ND 4,981 a
ND 0,896 b
0,6562 a 1,514 b
0,0189b 2,653 b
0,286 a ND
ND 7,528 a
ND 2,616 b
ND 1,742 b
0,034 b ND
0,032 b ND
0,033 b 2,767 b
ND 2,936 b
0,096 b ND
ND 2,156 b
0,172 b 2,230b
ND 0,953 b
0,144 b 1,035b
ND 1,506 b
ND 2,216
0,437 a 4,060 a
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
0,050 b 1,343 b
ND 0,804 b
0,981 a ND
0,0213 b 1,972 b
ND 2,161b
ND 0,548 b
ND 0,503 b
ND 2,877 b
0,136 b ND
ND 1,542
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Tabla 3.4. Grupos de compatibilidad vegetativa y produccion de acido cyclopiazonico en 56
aislados no productores de aflatoxina presentes en espigas de maiz en las regiones maiceras [ y
IV durante las campanas 2012/13, 2013/14 y 2014/15. Continuacion.

VCG? Aislado CPA (ngg')”
Medio YES* maiz
AMS5 AS03326 ND 1.376 b
AS03426 ND 1.262 b
AS06441 0.050 b 0.671b
AS07417 ND 1.724 b
AS07424 ND 2.688 b
AS09913 0.380 a 1.679 b
AS12012 ND ND
AS04001 ND ND
AS10202 ND ND
AM6 AS00001 ND 1.230 b
NA AS01153 0414 a 0.729 b
AS01756 0.033 b ND
AS04848 0.033 b 0.961 b
AS05254 ND ND
AS05544 ND ND
AS06240 ND ND
AS02257 ND ND
AS07024 ND ND

YNA= No disponible debido a autoincompatibilidad. VCG= grupo de compatibilidad vegetativa.

* CPA= 4cido ciclopiazonico. Medias (n=6) en una misma columna no compartiendo la misma letra indican diferencias
significativas de acuerdo al test DGC (P < 0.05) en base a datos transformados. ND= no detectado.

*YES= medio de cultivo extracto de levadura y sacarosa.

GRUPOS DE COMPATIBILIDAD VEGETATIVA

Los aislados no productores de aflatoxinas fueron clasificados en grupos de
compatibilidad vegetativa (VCG) (Tabla 3.4). Un total de 8 aislados fueron excluidos del analisis
debido a que no mostraron autocompatibilidad. Esta incompatibilidad ha sido previamente
reportada para otros aislados de A. flavus (Mauro et al., 2013; Novas y Cabral, 2002) y otras
especies fungicas (Correll, 1991). Se obtuvieron un total de 256 mutantes para los 48 aislados
restantes a partir de sectores resistentes al clorato. Los mutantes fueron clasificados de acuerdo
a su fenotipo, siendo 51,7% niaD (Figura 3.5), 41,0% nirdA y 7,14% cnx. El tipo de mutacion
en genes implicados en la asimilacion del nitrogeno se presentan cominmente en diferentes

frecuencias (Bayman, 1991). Nuestros resultados concuerdan con bibliografia previa que postula
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a niaD como la mutacion més predominante y al mutante cnx como el mas dificil de obtener
(Novas y Cabral, 2002; Bayman, 1991). El mecanismo por la cual estas diferencias ocurren no
ha sido investigado aun. Sin embargo, se presume que el tamafio fisico de los genes puede

influenciar, haciendo mas susceptible a un locus que a otro (Klittich y Leslie, 1988).

Como se mencion6 anteriormente, la compatibilidad en los ensayos de complementacion
se identifico como una linea de crecimiento normal en la zona de interaccion (Figura 3.6). Los
aislados analizados se agruparon en seis VCG que fueron nombrados con el prefijo en inglés
AM por “Argentine maize”, seguido por un numero progresivo en orden de aparicion. Cuatro de
estos VCG estuvieron compuestos por un solo aislado. En consecuencia, se obtuvieron dos VCG
mayoritarios (AM1 y AMS) con frecuencias del 58 y 35% respectivamente. Estos VCG
mayoritarios estuvieron presentes en ambas regiones analizadas con diferencias no significativas
entre ambas. Similares resultados fueron reportados para granos de maiz cultivado en Luisiana
(USA), donde dos VCG mayoritarios agruparon el 88% de los aislados de A. flavus (Sweany et
al., 2011). Por el contrario, una poblacion de 57 aislados de A. flavus contaminando granos de
maiz en Italia fueron agrupados en 25 VCGs, con un indice de diversidad de 0,43 (Mauro et al.,
2013). El indice de diversidad obtenido para la poblacion nativa de Argentina de aislados de 4.
flavus no productores de aflatoxina fue menor, siendo 0,12. Estudios previos postulan una
especializacion por nicho, basado en que un mismo VCG puede presentar diferentes frecuencias
entre poblaciones de suelo y granos de maiz aisladas de un mismo ambiente (Sweany et al.,
2011). Nuestros resultados sugieren que algunos aislados se han especializado en infectar granos

de maiz, tal como indic6 Sweany et al. (2011).

Todas las cepas productoras de aflatoxinas fueron probadas como miembros de estos dos
grupos mayoritarios, siendo todas incompatibles. Este resultado permite sugerir que los VCG
AMI1 y AMS estan compuestos Gnicamente por aislados no productores de aflatoxinas por lo
que sus miembros podrian ser potenciales agentes de biocontrol. En general, se considera que
miembros de un mismo VCG comparten la produccion o no de aflatoxina (Mauro ef al., 2013;
Cotty et al., 2008). Sin embargo, estos grupos estuvieron compuestos por aislados que
produjeron CPA como asi también por aislados atoxigénicos. Este trabajo constituye el primer

estudio para la relacién entre VCG y la produccion de CPA. La falta de asociacion para la
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produccion de CPA entre aislados de un mismo VCGs, indica que no todos sus miembros son

clones, como reporté Leslie (1993) o que algunos aislados han acumulado diferencias

fenotipicas mediante mutaciones pero continian permaneciendo a un mismo VCG (Correll,
1991).

Figura 3.5. Mutante niaD" en medio de cultivo HYP (A), NIT (B) y CZ (C).

Figura 3.6. Ensayo de complementacion para aislados de Aspergillus flavus en medio de cultivo

agar almidon. A y B: tester 1 y tester 2 para el VCG AMS. C: mutante obtenido a partir del
aislado AS04001 perteneciente al VCG AMS.
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PATRONES DE AMPLIFICACION DEL CLUSTER DE AFLATOXINAS

Se estudi6 el cluster de genes asociados a la biosintesis de aflatoxinas en busca de
posibles deleciones que resulten en la incapacidad para producir aflatoxina en aislados
pertenecientes a diferentes VCGs (Tabla 3.5). Se obtuvieron amplificaciones para los 16 pares
de cebadores en el aislado toxigénico AS08608, utilizado como control positivo, como asi
también para todos los aislados atoxigénicos pertenecientes a los VCG mayoritarios (AMI1 y
AMS). Todas las regiones estudiadas también fueron detectadas para los aislados AS11108 y
AS00001 pertenecientes alos VCG AM4 y AM6, respectivamente. Sorprendentemente, ninguna
de las amplificaciones fue observada para el aislado AS00019 (Figura 3.7). Dos de los cinco
aislados con VCG desconocido mostraron deleciones, mientras que los otros tres amplificaron
todas todas las regiones estudiadas. Similares PACs fueron observados para miembros
pertenecientes de un mismo VCG.

Conocer las modificaciones moleculares que provocan la atoxigenicdad en 4. flavus es
una herramienta Util para rastrearla después de ser aplicada en un agroecosistema, como asi
también para evaluar su estabilidad a lo largo de los afios (Callicott y Cotty, 2015). Existen
diversos mecanismos moleculares que generan esta condicion. La cepa utilizada como
ingrediente activo en el producto comercial 4. flavus AF36 posee un polimorfismo de nucledtido
simple en uno de los genes ubicados en el cluster asociado a la biosintesis de aflatoxinas. Este
cambio resulta en un gen defectuoso necesario para la biosintesis de aflatoxinas (Ehrlich y Cotty,
2004). Por otro lado, afla-guard® es formulado a partir de un aislado donde el cluster de genes
para la sintesis de aflatoxina se encuentra completamente eliminado (Chang et al., 2005).
También han sido reportados aislados donde una o varias deleciones dentro del cluster de genes

explican la incapacidad de estos aislados para sintetizar aflatoxinas (Mauro et al., 2013).
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Tabla 3.5. Patrones de amplificacion de cluster de aflatoxinas en aislados atoxigénicos de Aspergillus flavus nativos de Argentina.

Aislado

AS00019
AS02257
AS06240
AS12807
AS05739
AS03802
AS04322
AS04050
AS03145
AS11108
AS12012
AS04001
AS10816
AS03326
AS10202
AS00001
AS05254
AS05544
AS07024
AS08608

VCG*

AM3

TOX

Regiones del cluster °
SC IC01 ACO0l AC02 AC03 AC04 ACO5 AC06 AC07 AC08 AC09 ACI10 ACII ACI2 AC13 IC02

*VCG= Grupos de compatibilidad vegetativa. NA= no disponible. TOX= aislado productor de aflatoxinas.
® Casillero gris o blanco indica presencia o ausencia de las amplificaciones, respectivamente.
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Figura 3.7. Gel de electroforesis visualizando productos de PCR para los marcadores de las
regiones AC08 (897 pb) y AC09 (736 pb) del cluster de aflatoxinas y el control interno (115 pb)
en aislados nativos de Aspergillus flavus. A: Marcador de peso molecular; B: AS00019; C:
AS05739; D: AS03802; E: AS11108; F: AS12012; G: AS04001; H: AS10816; I: AS00001.

HABILIDAD COMPETITIVA DE AISLADOS ATOXIGENICOS

Los experimentos fueron llevados a cabo utilizando las cepas productoras de micotoxinas
(aflatoxina By CPA) AS05322 y AS08811 elegidas al azar como representantes de las regiones
Iy IV, respectivamente. Los ocho aislados atoxigénicos causaron significativas reducciones en
la cantidad aflatoxina B; y CPA sintetizada por los aislados toxigénicos (Tabla 3.6). En
promedio, los miembros del VCG AMI1 causaron reducciones de aflatoxina B;
significativamente mas altas (P < 0,001) que los miembros del VCG AMS5 (72,82 + 10,7% vs
65,68 £ 13,6%, respectivamente). Dentro del VCG AM1, las mayores reducciones (P < 0,001)
en aflatoxina B, las alcanzaron los aislados AS03145 (78-83%) y AS04322 (78-79%). Para
ciertos aislados atoxigénicos, la exclusion competitiva es suficiente para explicar la reduccion
en el contenido de aflatoxinas durante la coinfeccion (Mehl et al., 2012). En otros aislados,
mecanismos aun desconocidos proveen reducciones adicionales en el contenido de aflatoxinas
que varian entre 10 y 20% (Mehl y Cotty, 2010).

No se observd una correlacion significativa entre las reducciones de ambas micotoxinas
(r=-0,224; P =0,411). Las reducciones en el contenido de aflatoxina B1 y CPA alcanzadas

por los aislados AS03145 y AS04322 fueron similares entre los aislados toxigénicos. El aislado
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AF36 mostrd reducciones en aflatoxina B; pero no fue efectivo para disminuir la contaminacion
con CPA en gran medida.

La prevencion de la contaminacion con aflatoxinas basada en la aplicacion de cepas
atoxigénicas como agentes de biocontrol en cultivos comerciales ha sido utilizada con éxito por
mas de una década en varias regiones de los Estados Unidos (Cotty et al., 2008). Esta estrategia
se encuentra actualmente bajo desarrollo a lo largo del mundo y para numerosos cultivos (Mauro
et al., 2015; Doster et al., 2014; Mehl et al., 2012). Los potenciales agentes de biocontrol
obtenidos en este estudio (AS03145 y AS04322) mostraron reducciones en el contenido de
aflatoxina B; similares a las reportadas para aislados en Kenia (Probst ef al., 2011), Italia
(Mauro et al., 2015) y Estados Unidos (Mehl y Cotty, 2010). Ambos aislados fueron efectivos
contra los dos aislados toxigénicos (AS08811 y AS05322), lo que indica su posible utilidad en
ambas regiones de origen de los aislados, tal como se observo en Italia (Mauro ef al., 2015).

Los aislados AS01022, AS12012, y AS04001 (VCG AMS5) causaron reducciones en el
contenido micotoxinas, aunque menores si se los compara con aquellos miembros del VCG
AMI. Sin embargo, ambos VCGs se encuentran ampliamente distribuido en las regiones [ y IV,
segiin se determin® anteriormente. Los aislados atoxicogénicos que pertenecen a VCGs
ampliamente distribuidos son considerados mejores competidores debido a una mayor
adaptabilidad al medioambiente (Atehnkeng et al., 2016). Mas importante alin, la mezcla de
agentes de biocontrol pertenecientes a diferente VCG pueden resultar en interacciones sinérgicas
que potencien su efecto, logrando mayores reducciones en el contenido de micotoxinas y
asegurando una mayor permanecia en las regiones a lo largo de los afios (Mehl et al., 2012;
Probst et al., 2011).

De acuerdo a la mayoria de los estudios, los aislados atoxigénicos son elegidos como
potenciales agentes de biocontrol por su habilidad competitiva. Para evaluar este caracter se
considera Unicamente la reduccion en el contenido de aflatoxinas (Mauro et al., 2015; Mehl y
Cotty, 2010; Cotty et al., 2008). En este trabajo, también se provee de informacion sobre la

reduccion en el contenido de CPA, con similares resultados a los registrados para aflatoxina B;.

85



Tabla 3.6. Produccion de micotoxinas y porcentajes de reduccion de acido ciclopiazénico (CPA)
y aflatoxina B; (AFB;) en coinoculaciones de granos de maiz con aislados toxicogénicos y

atoxicogénicos de Aspergillus flavus.

VCG*  Aislado  CPAY* AFB, "7
AS08811 'AS05322 AS08811 'AS05322
ngg' R ngg' R ngg' R ngg' R
AMI  AS03145 8,71  7138a 12,58 73,54 be 403 8343a 134 7833a
AS04322 814  7473a 15,64 72,41bc 483 79,63 a 129 7883a
AS03802 1049 68,14a 2334 59.86d 8,65  63,56cd 220 63,95 be
AS04050 937  6921a 1566 67,06bcd 9,54 60,76 cd 2,50 59,71 be
AS05739 7,90  7586a 18,51 68,16bcd 561 76,45 ab 1,62 73,50 ab
AMS  AS01022 12,11  6464a 1826 7254bed 6,05 73.65abc 1,50 74,97 ab
AS12012 874  7128a 143  96,99a 9,67 60,25 cd 286  53.84c
AS04001 808  7545a 14,05 77,90b 7,63 67,68 be 2,12 6534 bc
] AF36 37,70 0,00 a 3230 32,05¢ 10,86 55,33 d 1,85 70,14 abc

* VCG= Grupo de compatibilidad vegetativa. (-): desconocido.
Y Porcentaje de reduccion de micotoxinas (R) = [1-(micotoxina total en la coinoculacion/micotoxina total en las inoculaciones
con aislado toxigénico)] x100.
* AS08811: aislados de A. flavus colectado en Jesus Maria, campaiia 2012/2013 (sequia). AS05322: aislado de 4. flavus
colectado en La Abrita, campafia 2012/2013 (sequia). Medias en una misma columna no compartiendo la misma letra indican
diferencias significativas de acuerdo al test LSD de Fisher (P < 0.05).

86



CONCLUSIONES

Entre los aislados de A. flavus presentes en espigas de maiz, el 84% produjo acido
ciclopiazonico y el 28% produjo simultdneamente aflatoxina. No se detectaron aislados
que sinteticen Unicamente aflatoxinas.

Los aislados que producen las mayores cantidades de micotoxinas en grano de maiz no
necesariamente conservan esta caracteristica en medio de cultivo.

La produccion de micotoxinas en medio de cultivo se presenta como una metodologia
apropiada para identificar aislados productores mientras que la cuantificacion de las
mismas debe realizarse en granos de maiz.

El presente trabajo sugiere que los aislados con morfologia tipo L y NP en condiciones
de laboratorio son los principales responsables de contaminacion con aflatoxina y acido
ciclopiazonico en granos de maiz.

El nimero de esclerocios producido por los aislados no se relaciona a la cantidad de
aflatoxina B, sintetizada.

La capacidad para producir micotoxinas por parte de los aislados de A4. flavus no estuvo
asociada a las regiones agro-ecologicas estudiadas.

Se detectd escasa diversidad genética entre los aislados, con seis grupos de
compatibilidad vegetativa y un indice de diversidad de 0,12.

La presencia de dos grupos de compatibilidad vegetativa predominantes entre los
aislados de 4. flavus no productores de aflatoxina podria ser indicadora de su
especializacion para infectar espigas de maiz.

Los aislados atoxigénicos AS03145 y AS04322 presentes en espigas de maiz en el
centro-norte del pais se determinaron como altamente competitivos frente a cepas
toxigénicas y que podrian ser utilizados como agentes de biocontrol.

Los posibles agentes de biocontrol pertenecen a un grupo de compatibilidad vegetativa
ampliamente distribuido en las dos regiones estudiadas, lo que permitiria una aplicacién

a gran escala en ambas 4reas.
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CAPITULO 4

COMPOSICION QUIMICA DE ACEITES ESENCIALES DE
ESPECIES CULTIVADAS EN LA PROVINCIA DE CORDOBA

INTRODUCCION

En Argentina se producen anualmente cerca de 8.000 toneladas de plantas aromaticas.
El area de produccion se estima en 38.000 hectareas, comprendiendo cultivo a campo y bajo
cubierta. Las provincias mas importantes son Buenos Aires, Mendoza y Entre Rios (Corradi et

al., 2005) .

Los oréganos pertenecen al grupo de las hierbas aromaticas, siendo las mas utilizadas,
principalmente como condimento. Desde el punto de vista botanico, las especies de oréganos
corresponden al género Origanum, que incluye més de 70 especies, subespecies, variedades e
hibridos (Kintzios, 2002). En Argentina, el orégano es el cultivo de plantas aromaticas mas
importante, no solo por la demanda de consumidores, sino también por la superficie cultivada
(11% del total de aromaticas producidas). Las principales zonas de produccion se encuentran en
la provincia de Cérdoba (25%), Mendoza (50%) y San Juan (15%) (Corradi et al., 2005). Las
variedades mas importantes de orégano cultivadas en Argentina son el Mendocino, Compacto y

Cordobés (Asensio, 2013).

Las mentas comprenden un grupo de especies del género Mentha, pertenecientes a la
familia de las Lamidceas. La parte aérea de la planta contiene AE con varios componentes que
comunmente se utilizan en la industria farmacéutica, alimenticia, cosmética y otras afines. El
AE de menta es principalmente producido en Argentina, China y Estados Unidos (Verma et al.,
2010). Dentro de la produccion de plantas aromatica argentinas, la menta es la segunda en

importancia abarcando el 10% del total de superficie sembrada (Corradi et al., 2005).

Tagetes minuta L. es una planta nativa de Sudamérica, aunque se ha dispersado en todo
el mundo. En Argentina, es una planta muy abundante conocida vulgarmente como “suico”. Esta

especie crece naturalmente desde la primavera y desaparece en el comienzo del invierno,
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habiendo desarrollado completamente su ciclo de vida. Su aceite esencial es muy utilizado en la

industria del perfume y como saborizante (Chamorro et al., 2008; Gil et al., 2000).

El laurel (Laurus nobilis L.) y el romero (Rosmarinus officinalis L.) se cultivan en
Argentina debido a su uso como condimento y a otras propiedades de sus aceites esenciales. El
laurel es una especie nativa de la region mediterranea y cultivada en numerosos paises con clima
moderado a subtropical. Esta especie es cominmente utilizada como condimento pero también
se utiliza como medicamento debido a sus propiedades medicinales (Boulila et al., 2015). En
Argentina, la zona de plantacion del cultivo de Laurel se encuentra en las provincias de Buenos

Aires y Salta (Di Leo Lira et al., 2009).

El romero es una especie aromatica muy comun, utilizada como condimento. Su aceite
es utilizado como fragancia y en aromaterapia. En nuestro pais, el romero se cultiva

principalmente en Buenos Aires y Catamarca (Mizrahi et al., 1991).

El aguaribay (Schinus molle L.) es un arbol nativo de Sudamérica, perteneciente a la
familia de las Anacardidceas. Su uso ornamental ha permitido su introduccion en otras regiones
del mundo. En la cocina tradicional, sus frutos son cominmente conocidos como “pimienta
rosa” y son utilizados como reemplazo de la pimienta negra o para preparar bebidas (Martins et

al., 2014).

Muchos estudios indican que la composicion quimica de los AEs varia de acuerdo a la
especie, el afio, la parte que se utiliza, la region donde se cultivan y las condiciones climaticas
(Asensio, 2013; Chamorro et al., 2008; Arnold et al., 2000; Gil et al., 2000; Fiorini et al., 1997).
El objetivo del capitulo fue determinar la composicion de los AEs obtenidos de material vegetal

de plantas aromaticas cultivadas en la provincia de Cordoba.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Todas las muestras estuvieron compuestas por hojas secas de nueve plantas aromaticas:

(a) Origanum x majoricum Cambess. “Orégano Mendocino” (OMen).
(b) Origanum vulgare L. ssp. vulgare “Orégano Compacto” (OCom).
(¢) Origanum vulgare L. ssp. hirtum clon “Orégano Cordobés” (OCor).
(d) Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole “Menta Inglesa” (Mi).
(e) Mentha x piperita L. “Menta Pehuajé” (Mp).
(f) Tagetes minuta L. “Suico” (Su).
(g) Laurus nobilis L. “Laurel” (La).
(h) Rosmarinus officinalis L. “Romero” (Ro).
(1) Schinus molle L. “Aguaribay” (Ag).
El material fue colectado durante el periodo de cultivo del afio 2013 de la Estacién Experimental

de la Facultad de Ciencias Agropecuarias (UNC), Cérdoba, Argentina.

EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES Y SURENDIMIENTO

Los AEs se obtuvieron por hidrodestilacion de parte aéreas secas durante 2 horas en un
destilador de tipo Clevenger (Figura 4.1). Los AEs obtenidos fueron secados sobre sulfato de
sodio anhidro y se almacenaron en viales de color &mbar (20 mL) a -20°C hasta su posterior
analisis (Asensio, 2013). El rendimiento para cada AE fue calculado de acuerdo con el volumen

obtenido y el peso del material, y se expresd como porcentaje volumen/peso (% v/p).
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Figura 4.1. Destilador tipo Clevenger para la obtencion de aceite esencial.

COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los AE fueron analizados mediante cromatografia gaseosa y espectrometria de masas
(CG-EM) en un cromatografo de gases Perkin Elmer Clarus 600 (Shelton, Connecticut, Estados
Unidos) acoplado a un espectrometro de masas (MSD) y un detector de ionizaciéon de llama
(FID). Los compuestos fueron separados en una columna capilar DB-5 (30 m, 0.25 mm ID,
0.25 pum film). La fase movil fue gas Helio a una velocidad de flujo de 0,9 mL min"'. La
temperatura de inyeccion fue fijada en 250°C. La rampa de temperatura en la columna fue de

10°C min™ y finalmente se mantuvo a 220°C por 7 min. La temperatura para el detector de
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ionizacion de llama (FID) se establecio en 300°C y para el MSD se fijo a 280°C. El espectro de
masas fue adquirido a un rango de m/z de 35 a 450. Los compuestos fueron identificados
comparando su tiempo de retencion (Tr) con espectro de masas con bibliografia previa (Adams,
1995) y bibliotecas de espectros de masas NIST (version 3.0). El analisis cuantitativo se realiz
mediante normalizacion del area de los picos y los resultados se expresaron como porcentajes

relativos.

ANALISIS ESTADISTICO

Los AEs se analizaron en tres repeticiones para determinar su rendimiento y composicion
quimica. Sobre los datos obtenidos, se realizaron los siguientes calculos estadisticos (Di Rienzo
etal.,2014):

e Determinacion de medias y desvios estandar.

e Anadlisis de la Varianza (ANOVA) y test de LSD de Fisher (o = 0,05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

RENDIMIENTO EN ACEITE ESENCIAL

Los rendimientos obtenidos para cada AE se presentan en la tabla 4.1. Entre las especies
de orégano, el mayor rendimiento observado fue para OCor y OMen. Resultados similares
fueron indicados para variedades de orégano cultivadas en las provincias de Cordoba y Neuquén
en Argentina (Asensio, 2013). Rendimientos superiores (cercanos al 5% ) han sido reportados
para variedades de orégano donde el material destilado estuvo compuesto por hojas y flores

cosechadas a partir de plantas fertilizadas foliarmente (Dordas, 2009).

En cuanto a las variedades de AE de menta, la diferencia en rendimiento observada fue
significativa y Mp presentd un mayor rendimiento que Mi. Estudios previos indicaron que el
rendimiento de Mp varia ampliamente, con valores registrados entre 1.63 y 2.53%, dependiendo
del momento de cosecha y temperatura de secado de las muestras (Rohloff ez al., 2005). Debido
a esto, se han reportado diferentes rendimientos para Mp con valores entre 1.33 y 3.70% en

China, Estados Unidos y Turquia (Esetlill ez al., 2015; Aflatuni, 2005).

El rendimiento obtenido para Ro fue similar al obtenido por Ojeda-Sana et al. (2013),
quienes sefialaron un rendimiento de 2,28% para un fenotipo de hoja ancha y 2,58% para el
fenotipo de hoja angosta. El Ag tuvo un rendimiento semejante al de Ro, superior al 1%

reportado en trabajos previos (Martins ef al., 2014).

El Su obtuvo un rendimiento medio del 2,8%, superando ampliamente el rendimiento del
1,2% indicado para esta AE obtenido de material cultivado en otras regiones de Argentina (Gil
et al., 2000). Estos resultados concuerdan con analisis previos para Su cultivado en Africa, que

sefalaron un rendimiento maximo del 1,52% para este AE (Tankeu et al., 2013).

El menor rendimiento en AE fue para La, con un valor del 1.29%. Sin embargo, este
resultado es mayor al0,9% indicado por Di Leo Lira ef al. (2009) para La obtenido de material

seco cultivado en otras regiones de Argentina.
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Tabla 4.1. Rendimiento en aceite esencial de las plantas aromaticas.

Aceite esencial Rendimiento (% v/p) *
Orégano

Cordobés 3,30 a

Mendocino 3,15a

Compacto 2,20b
Menta

Inglesa 2,38b

Pehuajo 322 a
Romero 2,70b
Aguaribay 2,60 b
Suico 2,80b
Laurel 1,29 ¢

“ Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas entre los rendimientos de acuerdo al test LSD de Fisher
(P<0,05).

COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Oréganos. Se identificaron un total de 32 componentes que representaron mas del 90%
de los AEs obtenidos a partir de las tres variedades de orégano (Tabla 4.2). Diferencias
significativas entre los porcentajes relativos de sus compuestos mayoritarios (Figura 4.3), se
presentan en la Figura 4.2. OCor y OMen presentaron una composicion quimica similar con (Z)-
sabineno hidrato, timol, y-terpineno, 4-ol-terpineno y o-cymeno como compuestos mayoritarios.
Sin embargo, se observaron diferencias significativas para algunos de sus componentes
principales: OMen presentd mayor cantidad de (Z)-sabineno hidrato y o-cymeno, mientras que
OCor tuvo mayor cantidad de timol. Por otro lado, en OCom se determinaron como
componentes principales o-cimeno, 4-ol-terpineno, cis-p-terpineol, y-terpineno y timol. Asensio
(2013) estudié la composicion quimica de estos AE obtenidos de oréganos cultivados en
Cordoba (Argentina), indicando los mismos compuestos mayoritarios con porcentaje relativos
similares. Dambolena et al. (2010) indic6 que los componentes principales de los AE de
oréganos argentinos son los monoterpenos (Z)-sabineno hidrato (27,77 - 36,77%) y timol (17,77
- 30,77%), seguido por cantidades mdas pequefia de terpineno (3,13-4,63%), limoneno (2,1-
3,6%), (E)-sabineno hidrato (1,43-3,37%), 4-ol-terpineno (3.23-5.3%), y carvacrol (traza-
3,57%). OMen presenté la mayor cantidad de (Z)-sabineno hidrato, mientras que OCom

presentd la menor proporcion de este componente. Otros estudios sefialaron a los compuestos
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Tabla 4.2. Porcentajes relativos de los principales compuestos presentes en los aceites esenciales

de tres especies de orégano de acuerdo a su orden de elusion en CG-EM.

Compuesto IR* Porcentajes relativos (%) B
OCor ¢ OMen ° OCom °

1-R-a-Pineno 937 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,51 + 0,01
a-Pineno 939 0,75 + 0,01 0,63 + 0,01 0,00 + 0,00
Camfeno 954 0,41 + 0,01 0,12 + 0,01 0,00 + 0,00
Sabineno 977 391 + 0,04 4,52 + 0,04 1,66 + 0,01
Morillol 978 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,40 £+ 0,02
B-Pineno 980 1,36 + 0,01 1,03 + 0,01 1,14 + 0,01
B-Mirceno 992 1,80 + 0,02 1,67 + 0,01 0,00 + 0,00
a-Terpineno 1018 2,63 + 0,03 3,03 + 0,03 3,10 + 0,01
o-Cimeno 1020 5,15 + 0,06 7,84 + 0,07 1433 + 0,04
B-Felandreno 1031 1,86 =+ 0,02 1,96 + 0,02 3,74 £+ 0,01
(E)-B-Ocimeno 1040 2,77 + 0,03 1,3 + 0,01 0,00 + 0,00
y-Terpineno 1063 7,12+ 0,08 7,59 + 0,07 9,12 + 0,02
(E)-Sabineno hidrato 1071 331 + 0,04 347 + 0,03 0,00 + 0,00
(Z)-Sabineno hidrato 1068 23,03 + 0,25 28,33 + 0,29 1,81 + 0,01
Terpinoleno 1084 0,82 + 0,01 0,98 + 0,01 1,45 + 0,01
(E)-B-Terpineol 1144 0,40 + 0,01 0,44 + 0,01 10,46 + 0,03
Borneol 1170 1,47 + 0,02 0,42 + 0,01 0,00 + 0,00
4-ol-Terpineno 1181 6,20 + 0,07 6,66 + 0,06 12,55 + 0,03
a-Terpineol 1192 234 + 0,03 2,01 + 0,02 3,35 £+ 0,01
Timol metil eter 1235 0,27 + 0,01 1,09 + 0,01 0,69 + 0,01
Anisole 1244 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 2,13 + 0,01
Carvacrol metil eter 1247 1,30 + 0,01 1,66 + 0,01 0,00 + 0,00
Linalool acetato 1258 1,07 + 0,01 1,82 + 0,02 0,00 + 0,00
Timol 1290 18,66 + 0,20 12,18 + 0,11 9,44 + 0,03
Carvacrol 1301 0,21 + 0,01 1,82 + 0,02 5,61 £+ 0,01
[-Cariofileno 1425 2,82 + 0,03 2,18 + 0,02 1,99 + 0,01
D-Germacreno 1486 1,23 + 0,01 0,30 + 0,01 0,00 + 0,01
Biciclogermacreno 1500 1,72 + 0,02 1,55 + 0,01 0,00 + 0,00
B-Bisaboleno 1511 0,73 + 0,01 0,23 + 0,01 1,21 + 0,01
6-Cadineno 1527 0,06 + 0,01 0,03 + 0,00 0,69 + 0,01
Espatulenol 1576 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,92 + 0,01
Oxido de Cariofileno 1588 0,37 + 0,01 0,30 + 0,01 1,77 + 0,01
Total 93,77 95,50 90,97

-

-

-

*IR: indice de retencion.

® Numeros en negrita resaltan los compuestos mayoritarios. Compuestos con porcentaje relativo menor a 0,5% en las tres
variedades fueron excluidos del analisis.
¢ OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare) y OMen (Origanum x majoricum,).
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fenolicos, timol y carvacrol, en porcentajes similares (35 y 32%, respectivamente) como
componentes principales de OCor cultivado en Europa (Kulisic et al., 2004). En este trabajo, el
AE de OCor present6 la mayor cantidad de timol (18,6%) pero con trazas de carvacrol (0,21%).
La variedad argentina de orégano analizada con la mayor cantidad de carvacrol fue OCom

(5,6%).
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Figura 4.2. Porcentajes relativos de los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales de las
tres variedades de oréganos estudiadas (Cordobés, Mendocino y Compacto). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las variedades de acuerdo al test LSD de Fisher (P<0,05).
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Figura 4.3. Estructura quimica de los principales componentes del aceite esencial de orégano.

101



Mentas. La composicion quimica de las mentas fue caracterizada por la predominancia
de monoterpenos oxigenados (87,2 en Mi y 87,4% en Mp). Sin embargo, se detectaron
diferencias significativas entre las dos variedades para cada componente (Tabla 4.3). Diferentes
variedades de menta han sido caracterizados por la predominancia de este tipo de monoterpenos
en sus AEs, con porcentajes variando del 54,4 al 94,2% (Zheljazkov y Astatkie, 2012). El mentol
y la mentona (Figura 4.4) se presentaron con concentraciones marcadamente superiores, siendo
el 66,7% y 68,5% del total en Mi y Mp, respectivamente. Estos dos monoterpenos fueron
descriptos como predominantes en AE de Mp, con una concentracion del 42,8% para el mentol
y del 10,9% para la mentona (Zheljazkov y Astatkie, 2012). Otros autores (Verma et al., 2010)

indicaron que la edad del cultivo influye en el contenido de mentol en el AE, que puede variar

Tabla 4.3. Porcentajes relativos de los principales compuestos presentes en los aceites esenciales
de dos variedades de menta de acuerdo a su orden de elusion en CG-EM.

Compuesto IRY Porcentajes relativos (%)
Mi Mp

1-R-a-Pineno 937 0,00 a 0,56 b
Sabineno 977 0,00 a 0,48 b
B-Pineno 980 0,81 a 0,83 a
B-Mirceno 992 0,00 a 0,20 b
Limoneno 1031 0,86 a 3,14 b
Eucaliptol 1033 6,21 b 436 a
(E)-B-Terpineol 1144 1,78 b 0,00 a
Linalool 1098 0,00 a 0,21 b
Mentona 1154 2322 a 31,68 b
Isomentona 1164 8,08 b 471 a
Mentol 1173 4385 b 36,88 a
Isomentol 1182 358 a 251 b
Pulegona 1237 1,46 a 515 b
Piperitona 1282 0,87 a 191 b
Mentol acetato 1294 0,00 a 0,27 b
Isomentol acetato 1298 456 a 491 a
B-Bourboneno 1384 0,00 a 0,28 b
B-Cariofileno 1425 148 b 0,18 a
D-Germacreno 1486 1,05 b 0,16 a
(E)-Nerodiol 1534 0,26 b 0,00 a
Total 98,07 98,40

¥ IR: indice de retencion.
% Letras diferentes para una misma fila indican diferencias significativas entre los componentes de acuerdo al test LSD de
Fisher (P<0,05). Compuestos con porcentaje relativo menor a 0,2% en las dos variedades fueron excluidos del analisis.
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de 34,2 a 43,1%. La mentona también es influenciada por este factor, con porcentajes variando

de 3,4 a 33,7% (Verma et al., 2010).

=]
——— vl
(=)
TLLED _~—.

Mentol Mentona
Figura 4.4. Estructura quimica de los principales componentes del aceite esencial de menta.

Suico. Este AE presentd el perfil mas simple en su composicion entre todos los
estudiados, con siete compuestos identificados (Figura 4.5): verbenona (52,78%), (Z)-B-
ocimeno (18,59%), (E)-tagetona (18,47%), (Z)-tageona (3,31%), limoneno (3,08%),
piperitenona (1,86%) y espatulenol (1,91%). Estos resultados concuerdan con trabajos previos
(Saha et al., 2012; Chamorro et al., 2008; Kong et al., 2006), donde 5 a 7 componentes
constituyeron el perfil quimico completo de Su. Los quimiotipos de Su también varian de
acuerdo a que parte de la planta es utilizada para destilacion y su estado de crecimiento
(Chamorro et al., 2008). Dihidrotagetona (42,9%) y (Z)-tagetona (16,8%) han sido indicados
como compuestos mayoritarios en AE obtenido a partir de hojas, mientras que B-ocimeno
(45,4%) y (E)-tageona (25,0%) fueron prevalentes en AE obtenido a partir de flores. En muestras
obtenidas a partir de material cultivado en Argentina, los compuestos mas importantes fueron
Dihidrotagetona, (Z)-f-ocimeno y (Z)-tageona con diferentes porcentajes relativos de acuerdo a

su origen geografico (Gil et al., 2000).
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Figura 4.5. Estructura quimica de los componentes del aceite esencial de suico.
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Laurel. Se identificaron un total 19 compuestos en la composicién quimica de La (Tabla
4.4). Los monoterpenos oxigenados representaron la fraccion predominante, siendo el 70,0 %
del AE. El compuesto mayoritario fue el monoterpeno eucaliptol (Figura 4.6). La presencia de
este monoterpeno como compuesto principal en La coincide con datos reportados para material
vegetal cultivado en Argentina (Di Leo Lira et al., 2009). Porcentajes similares de este
componente también fueron indicados para AE obtenido a partir de plantas cultivadas en otras
partes del mundo (Da Silveira et al., 2014; Fiorini et al., 1997). El linalool (Figura 4.6) fue el
segundo compuesto mas importante, como también se indicé en estudios previos (Da Silveira et
al., 2014; Di Leo Lira et al., 2009). Otros autores (Fiorini ef al., 1997) indicaron a-terpineol y
metileugenol como compuestos significantes pero no mayoritarios, con concentraciones del 18

y 11%, respectivamente. Es importante destacar que la concentracion de los compuestos

Tabla 4.4. Porcentajes relativos de los principales compuestos presentes en el aceite esencial de
Laurel de acuerdo a su orden de elusiéon en CG-EM.

Compuestos IR* Porcentajes relativos (%) °
1-R-a-pineno 937 0,37+ 0,04
o-Pineno 939 3,59+0,11
Camfeno 954 0,31 +£0,03
 —Pineno 979 3,29 £0,52
B-Mirceno 991 0,90+ 0,01
3-Careno 1011 0,47 £0,01
a-Terpineno 1018 0,55 +0,02
m-Cimeno 1023 0,27+ 0,01
Eucaliptol 1033 4223 +0,15
y-Terpineno 1062 0,80 + 0,01
(Z)-Sabineno hidratado 1068 2,04 £ 0,02
Terpinoleno 1084 0,39 + 0,03
Linalool 1098 15,19+ 0,11
a-Terpineol 1189 3,72+ 0,03
Terpineno 4 - acetato 1340 8,91 £0,09
B-Terpinil acetato 1348 0,68 +0,02
Eugenol 1356 0,70 +£ 0,02
B-Elemeno 1375 0,45+ 0,01
Metileugenol 1401 5,46 = 0,06
Total 90,32

*IR: indice de retencion.
® Compuestos con porcentaje relativo menor a 0,2% en las dos variedades fueron excluidos del anélisis.
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mayoritarios en este AE presenta variaciones segun si se analizan hojas, tallo o flores (Fiorini et
al., 1997).

Eucaliptol Linalool

Figura 4.6. Estructura quimica de los dos compuestos mayoritarios en el aceite esencial de laurel

Romero. Los resultados para la composicion quimica de Ro se presentan en la Tabla 4.5.

Un total de 19 compuestos representaron el 98% del AE. Los porcentajes relativos indican
eucaliptol, B—mirceno y camfor como compuestos principales (Figura 4.7). Estos tres terpenos
fueron reportados con porcentajes similares en Ro extraido de plantas cultivadas en Argentina
(Ojeda-Sana et al., 2013). Otros autores indicaron que el contenido de eucaliptol y camfor varian
ampliamente de acuerdo al método de extraccion del AE (Boutekedjiret et al., 2003). El perfil
quimico del AE de Ro tipicamente presenta a-pineno, eucaliptol y camfor como componentes
principales, asociados a cantidades variables de otros compuestos, como camfeno y borneol (Fu
etal.,2007; Baratta et al., 1998). Ro con cantidades superiores en B—mirceno han sido reportados

en Argentina (Ojeda-Sana et al., 2013) y Brasil (Porte et al., 2000; Dellacassa ef al., 1999).
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Tabla 4.5. Porcentajes relativos de los principales compuestos presentes en el aceite esencial de
Romero de acuerdo a su orden de elusion en CG-EM.

Compuesto IR® Porcentaje relativo (%) "
a-Pineno 933 5,58 + 0,08
camfeno 952 2,53 + 0,04
B -Pineno 980 0,78 + 0,01
B -Mirceno 991 20,17 + 0,30
a-Terpineno 1018 2,39 + 0,04
- cimeno 1020 442 + 0,07
Eucaliptol 1033 2434 + 0,36
y-Terpineno 1059 1,81 £ 0,03
Linalool 1098 1,93 + 0,03
Camfor 1143 1398 + 0,21
Pinocamfeno 1152 0,97 + 0,01
Isoborneol 1156 1,76 + 0,03
4-ol-Terpineno 1177 2,15 + 0,03
o - Terpineol 1189 3,35 + 0,05
Verbenona 1204 3,31 = 0,05
Bornil acetato 1285 0,57 + 0,01
Carvacrol 1298 3,15 + 0,05
- Cariofileno 1418 3,84 + 0,06
o- Cariofileno 1454 0,88 = 0,01
Total 98,00

*IR: indice de retencion.

® Compuestos con porcentaje relativo menor a 0,2% en las dos variedades fueron excluidos del analisis
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Eucaliptol Camfor

B - Mirceno

Figura 4.7. Estructura quimica de los tres compuestos mayoritarios en el aceite esencial de
romero.

Aguaribay. Los resultados del analisis cromatografico de Ag se resumen en la Tabla

4.6. Los compuestos con los porcentajes mayores fueron dihidroxi-isocalamendiol, o-

felandreno, limoneno y elemol (Figura 4.8). Bibliografia previa (Diaz et al., 2008) sobre este
AE evidenciaron una alta variabilidad en su composiciéon quimica, dependiendo de la region
geografica donde se colecta el material vegetal. Las mayores diferencias se encontraron para AE
de Centroamérica, donde los terpenos o-pineno y § —pineno representaron mas del 55% de AE
(Diaz et al., 2008). En Sudamérica, AE obtenido en Brasil fue caracterizado por altos porcentajes
de sabineno (51,74%) y limoneno (16,91%), pero también con una cantidad importante de
biciclogermancreno (18,12%) (Santos et al., 2009). Por el contrario, este Gltimo compuesto fue
indicado como el componente mayoritario (29,20%) en AE obtenido de material vegetal
cultivado en Uruguay (Rossini ef al., 1996). Los resultados obtenidos coinciden parcialmente
con AE de Ag cultivado en Europa, donde o — felandreno y limoneno fueron mayoritarios con

porcentajes relativos 25,91 y 11,78%, respectivamente (Martins et al., 2014).
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Tabla 4.6. Porcentajes relativos de los principales compuestos presentes en el aceite esencial de
Aguaribay de acuerdo a su orden de elusion en CG-EM.

Compuesto IR* Porcentaje relativo (%) "
Tricicleno 926 1,35 + 0,02
1R-a-Pineno 937 5,00 + 0,07
Camfeno 952 8,10 + 0,11
Sabineno 973 1,27 + 0,02
B -Pineno 980 3,79 + 0,05
B -Mirceno 991 1,01 + 0,01
o — Felandreno 1005 1420 + 0,19
o-Cimeno 1020 1,20 + 0,02
Limoneno 1031 13,60 + 0,18
Anetol 1289 2,39 + 0,03
B - Elemeno 1375 0,76 + 0,01
B-Cariofileno 1418 0,77 + 0,01
D-Germacreno 1486 2,26 + 0,03
Elixeno 1514 1,05 + 0,01
0—Cadineno 1524 3,100 + 0,04
Elemol 1547 10,76 + 0,15
D-Germacreno 4- ol 1574 2,37 + 0,03
Dihidroxi-isocalamendiol 1593 18,66 + 0,25
v- Eudesmol 1630 256 + 0,03
t Muurolol 1642 1,06 + 0,01
B-Eudesmol 1649 2,17 + 0,03
Total 97,43

*IR: indice de retencién.
b Compuestos con porcentaje relativo menor a 0,2% en las dos variedades fueron excluidos del analisis

iy

~F ‘ o

Limoneno Dihidroxi-isocalamendiol Elemol o — Felandreno

Figura 4.8. Estructura quimica de los principales componentes del aceite esencial de aguaribay.
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CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de las variedades de orégano presentan diferente rendimiento y
composicion quimica. La variedad Cordobés es la que presenta mayor contenido de timol
y la variedad Compacto el menor rendimiento.

Las variedades de menta presentan diferente rendimiento. Aunque se identificaron los
mismos componentes en composicion, estos presentaron diferencias significativas. El
mentol y mentona fueron los compuestos ampliamente mayoritarios en ambas variedades
cultivadas en Cérdoba.

El aceite esencial de suico presenta un rendimiento medio, con una composicion quimica
mas simple respecto a los otros estudiados.

El aceite esencial de laurel presentd el menor rendimiento en AE con una composicion

quimica similar a las reportadas previamente.
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CAPITULO 5

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA Y MECANISMOS DE ACCION
DE ACEITES ESENCIALES CONTRA Aspergillus flavus 'y
Penicillium spp.

INTRODUCCION

Los AEs poseen en la actualidad un amplio rango de aplicaciones. La mayoria de ellos
son utilizados tradicionalmente como fragancias en perfumeria y como saborizantes en la
industria alimenticia (Kalemba y Kunicka, 2003). Recientemente, estos compuestos naturales
han recibido interés debido a sus propiedades insecticidas, antifingicas, antimicrobianas y
antioxidantes (Lopez et al., 2014; Asensio, 2013; Bassolé y Juliani, 2012; Gongalves et al.,
2012). En consecuencia, pesticidas basados en AEs se presentan como una alternativa natural

para la proteccion de los cultivos (Kalemba y Kunicka, 2003).

Numerosos AEs han sido estudiados en busca de actividad antifingica contra patdogenos
fungicos de interés agropecuario. En trabajos previos, la utilizacion de AEs fue indicada como
eficiente para el control de Colletotrichum truncatum 'y Sclerotium cepivorum Berk (Camiletti
et al., 2016; Gadban, 2011; Lucini et al., 2006). Por otro lado, se ha demostrado que los géneros
fangicos Aspergillus y Penicillium poseen sensibilidad frente a estos compuestos naturales
(Avila-Sosa et al., 2012; Koci¢-Tanackov et al., 2012; Bluma et al., 2008; Kalemba y Kunicka,
2003). Los AEs que presentan una buena actividad antifingica contra A. flavus no solo afectan
su crecimiento, sino que también reducen la cantidad de aflatoxinas sintetizada (Bluma et al.,
2008). La susceptibilidad de un microorganismo depende de si mismo y de las propiedades del
AE (Kalemba y Kunicka, 2003). Ademas, la capacidad antifungica de los AEs se encuentra
asociada a sus compuestos mayoritarios, presentes en concentraciones que varian del 20 al 70%
(Bakkali et al., 2008). Los monoterpenos con grupos funcionales oxigenados han sido
caracterizados por su fuerte actividad antifiungica (Abbaszadeh et al., 2014; Dambolena et al.,

2008)
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Para evaluar la actividad antifungica de un compuesto existen diversas metodologias que
pueden ser clasificadas en dos grupos: convencionales o no convencionales. Evaluar la actividad
antifingica de los AEs presenta cierta dificultad debido a su complejidad, volatilidad e
insolubilidad en agua. Dentro de las técnicas convencionales se encuentra la macrodilucion de
los AEs en medio de cultivo (Kalemba y Kunicka, 2003). Inicialmente el medio utilizado era
solidificado mediante el agregado de agar, pero posteriormente los caldos de cultivo tomaron
relevancia debido a la mejor dispersion del AE (Gadban, 2011; Lucini, 2004; Kalemba y
Kunicka, 2003). En esta metodologia, el crecimiento del hongo se evaltia visualmente y la
concentracion fungicida minima se define como la minima concentracion de AE que inhibe
completamente el crecimiento fungico (Kalemba y Kunicka, 2003). Posteriormente, las técnicas
de microdilucion surgieron como una alternativa de gran aceptacion entre los investigadores
(Abbaszadeh et al., 2014; Rashed et al., 2014; Asensio, 2013; Ghasemian et al., 2012; Tangarife-
Castaio ef al., 2011). Las principales ventajas son las significantes reducciones en la cantidad
de compuesto natural requerido para los ensayos y la simplicidad para realizar experimentos a
gran escala (Hadacek y Greger, 2000). Una de estas técnicas se basa en la utilizacion del
indicador redox 3-4(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), cuya forma reducida
puede ser medida espectrofotométricamente. E1 MTT es reducido por una célula viva,
metabdlicamente activa y es independiente de la proliferacion celular (Hadacek y Greger, 2000;
Meletiadis et al., 2000). Esta metodologia ha sido utilizada para hongos filamentosos
evidenciando una alta correlacion con los métodos basados en la macrodilucion (Meletiadis et

al., 2000).

Existen diversos mecanismos de accidon descriptos para los AEs, dentro de los cuales se
encuentra la coagulacion del citoplasma y el dafio en lipidos o proteinas. Si la membrana celular
se encuentra afectada se produce una salida de las macromoléculas presentes en el citoplasma,
provocando la lisis celular (Bakkali et al., 2008). El modo de accion de los agentes
antimicrobianos depende de la disposicion de la membrana celular que posea el microorganismo
(Kalemba y Kunicka, 2003). Algunos terpenos con actividad antifingica actian como
surfactantes a nivel de las membranas celulares, aumentando la fluidez y permeabilidad de las

mismas. Sin embargo, este efecto varia de acuerdo al terpeno y al patdégeno fungico utilizado

115



(Lucini, 2004). Otros AEs afectan la mitocondria de las células y desencadenan una marcada

oxidacion de los lipidos, entre otras moléculas (Bakkali et al., 2008).

Los objetivos del capitulo fueron evaluar la actividad antifingica de los AEs contra
Aspergillus flavus 'y Penicillium spp. y estudiar su efecto oxidante como posible mecanismo de

accion.
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MATERIALES Y METODOS

ACEITES ESENCIALES

Se utilizaron los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion de acuerdo al

procedimiento descripto en el capitulo IV.

AISLADOS FUNGICOS

Se utilizaron los siguientes aislados fungicos:

(a)  Aspergillus flavus AS00001 aislado de espigas de maiz.

(b)  Aspergillus flavus CCC116-83 provisto por el Centro de Referencia Micologica de la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (Universidad Nacional de Rosario).

(¢)  Penicillium minioluteum AP003 aislado de espigas de maiz.

(d)  Penicillium oxalicum 083296 provisto por el departamento de Micologia del Instituto

Nacional de Enfermedades Infecciosas.

SOLUCIONES

e Solucidn salina/tween 80

NaCl oo 0,85 ¢
Tween 80.......cvvviiiiiiiiiiiiiiienn, 0,50 mL
Agua destilada c.s.p......cooeviiiiin.n 100 mL

e Solucién de MTT

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide*...5 mg
Agua destilada estéril c.s.p................. I mL
*Sigma Aldrich M2128

e Solucién de tiocianato de hierro (1)
BaCl, 32,7 mM: FeSO4 36 mM (1:1)....0,5 mL

NH4SCN 394 M. 0,5 mL
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Metanol:cloroformo (1:1).................. 49 mL

MEDIOS DE CULTIVO

e Papa glucosado agar (PDA)

Papa glucosado agar......................... 39¢g
Agua destiladac.s.p.....oeviiiiiiiiiiin. 1000 mL

e Lixiviado de papa y glucosa (LP)

Infusién de papa a partir de 200g......... 100 mL
Glucosa......oovvviiiiiiii 20¢g
Agua destiladac.s.p.....ccoeiviiiiiiiiinan. 1000 mL
pH: 4,5.

e Medio RPMI-1640 (RPMI)

Medio RPMI*..........ooiii, 2g
Agua destiladac.s.p.....cceeviiiiiiinin.. 100 mL
*Sigma Aldrich R8755

PROPAGACION DE CEPAS Y PREPARACION DEL INOCULO FUNGICO

Placas de Petri con medio de cultivo PDA fueron inoculadas centralmente con 8 uL de
una solucion de esporas (1x10° conidios mL™). Los hongos fueron incubados en camara de

cultivo durante 10 dias a 30°C £ 1°C en oscuridad.

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA MEDIANTE MACRODILUCION

Placas de Petri estériles, de 9 cm de didmetro, fueron preparadas con 20 mL de medio de
cultivo LP previamente esterilizado. Los AE fueron diluidos en etanol y agregados al medio de
cultivo hasta alcanzar las concentraciones finales deseadas (Lucini et al., 2006). La

concentracion final de etanol nunca fue superior al 1%, mientras que el volumen de AE y etanol
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agregado nunca super6 los 0,2 mL. Las placas fueron inoculadas con un disco de agar de 5 mm
de didmetro colectado de la periferia de la colonia fungica. Se incluyeron controles sin agregado
de AE como asi también con el agregado de etanol para confirmar la ausencia de efecto
inhibitorio del mismo sobre el crecimiento del hongo. Los tratamientos fueron incubados en
camara de cultivo a 30°C + 1°C durante 10 dias en oscuridad (Lucini, 2004). Las cepas 4. flavus
CCC116-83 y P. oxalicum fueron incluidas junto a las aisladas en maiz, como cepas de

referencia.

Una vez concluido el periodo de incubacion, se midi6 el didmetro de crecimiento del
micelio con una regla en dos direcciones perpendiculares y se obtuvo el promedio de ambos. La
actividad antifingica para las diferentes concentraciones de los AE probados se expresé en
términos de porcentaje de inhibicion de crecimiento del micelio (PIC) de acuerdo a la siguiente

formula (Kordali et al., 2008):
PIC=[ (C-T)/C] x 100 (ec.5.1)

donde C corresponde a la media (n=3) calculada para el didmetro del control (mm), y 7 indica

la media (n=3) obtenida para el diametro del tratamiento (mm).

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA MEDIANTE MICRODILUCION

La actividad antifungica de los AE contra 4. flavus AS00001 y P. minioluteum AP003
fue simultdneamente evaluada mediante técnica colorimétrica en microdilucion. Este ensayo
utiliza el indicador redox MTT de color amarillo palido en estado oxidado, pero que presenta un
color parpura oscuro en su forma reducida (MTT-formazan). Esta reaccion es llevada a cabo por
la accidn de las deshidrogenasas mitocondriales activas en las células vivas (Kuhn ef al., 2003).
La técnica fue llevada a cabo segin la metodologia propuesta por Meletiadis et al. (2000), con
algunas modificaciones. Para este ensayo, los AEs fueron disueltos en dimetil sulféxido
(DMSO). Los volumenes correspondientes para lograr concentraciones finales deseadas fueron

transferidos a tubos Eppendorf con base plana de 2 mL de capacidad, utilizando una jeringa de
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vidrio (HAMILTON® 8030) con rango de trabajo de 1 a 10 uL. El medio de cultivo RPMI fue
agregado a los tubos hasta lograr un volumen final de 490 pL. Como inoculo, se agreg6 10 uL
de una suspension de esporas (1x10° conidios mL™) alcanzando un volumen final de trabajo de
500 uL. Se incluyeron tratamientos sin el agregado de aceite esencial como control. Los tubos
fueron incubados a 30°C £ 1°C en camara de cultivo por 48 horas. Posteriormente, 25 uL de
solucion MTT fueron agregados a cada tubo y se continu6 la incubacion por 24 horas. Una vez
terminada la incubacion, los tubos fueron centrifugados a 13.000 rpm por 5 min en una MiniSpin
(Eppendorf® 22331) para obtener el MTT-formazan como precipitado. El colorante fue liberado
del interior de las células y disuelto mediante agregado de 500 uL. de DMSO, seguido por
agitacion en vortex (VELP®). Los tubos fueron nuevamente centrifugados, como se describid
previamente, para eliminar los restos de células. Se midi6 la absorbancia a 550 nm de las
soluciones en un espectrofotometro Hewlett Packard™ HP 8452 A (Palo Alto, CA, USA). Los
resultados de los tratamientos y controles fueron afectados por la absorbancia del blanco, que
consistié en tubos no inoculados. El PIC, que correspondi6 a la cantidad de MTT no convertido

en MTT-formazan, se calculo de acuerdo a la ecuacion:
PIC=[ (AC-AT)/AC] x 100 (ec.5.2)

donde AC corresponde a la media (n=6) de la absorbancia para el control, mientras que AT

indica la media (n=6) obtenida para la absorbancia de los tratamientos.

DETERMINACI(')N DE  CONCENTRACIONES FUNGICIDAS E
INHIBITORIAS MINIMAS

Los AEs fueron evaluados en concentraciones escalonadas cada 100 ppm. La
concentracion inhibitoria minima (CIM) fue establecida como la minima concentracion de aceite
esencial con el cual se logra un PIC igual al 50%. La concentracion fungicida minima (CFM)
fue definida como la concentracion mas baja de AE que permite alcanzar un PIC igual o superior
al 90% (Kalemba y Kunicka, 2003; Meletiadis ef al., 2000). Estos criterios fueron fijados para

ambas metodologias.
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EFECTO OXIDATIVO DE LOS ACEITES ESENCIALES SOBRE LiPIDOS DE
MEMBRANA

Se evaluo el efecto oxidativo de los AEs sobre los lipidos de membrana como posible
mecanismo de accion, siguiendo la metodologia propuesta por Dalsgaard et al. (2010). Placas
de Petri fueron preparadas con medio de cultivo liquido LP e inoculadas como se describio
previamente en este capitulo. Las placas se incubaron a 30°C £ 1°C durante 7 dias en oscuridad.
Los AEs fueron diluidos en etanol y agregados al medio de cultivo en sus respectivas CFM.
Placas sin el agregado de AE fueron utilizadas como tratamiento control. Las placas fueron
agitadas levemente e incubadas nuevamente por 72 horas. Al final del periodo de incubacion, el
micelio obtenido fue pesado y mezclado con 5 mL de agua destilada en un homogeneizador
(SMT PA92) por 45 s. Para extraer los lipidos, se agregaron 10 mL de metanol:cloroformo (1:1).
La mezcla obtenida fue agitada y filtrada a través de papel de filtro estandar para separar los
restos de micelio. La solucion fue posteriormente centrifugada a 10.000 g durante 10 min y 1
mL de la fase de cloroformo se transfirié a tubo de ensayos para ser mezclados con 1 mL de
tiocianato de hierro (II). Esta solucién fue preparada en acordancia con el estandard IDF,
74A:1991, modificado por Ostdal et al. (2000). Finalmente, se midi6 la absorbancia de las
soluciones a 500 nm en un espectrofotometro Hewlett Packard™ HP8452A (Palo Alto, CA,
USA). Los valores de hidroperéxidos (VHP) fueron determinados en base a una curva de
calibracion calculada a partir de concentracion 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 y 20,0 ug mL"! de
hierro (I1I).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados usando el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2014). Los experimentos de hidroperoxidos y actividad antifingica en macrodilucion se
realizaron en dos repeticiones con tres replicas cada una. Los ensayos de microdilucion se
realizaron con cinco réplicas y se repitieron dos veces. Los datos para cada prueba fueron
combinados después de corroborar la homogeneidad de varianzas del error experimental
mediante el “F test”. Andlisis de la varianza (ANOVA) fue utilizado para calcular las medias

para cada tratamiento. Diferencias significativas entre los tratamientos fueron detectadas
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mediante el test de DGC (o = 0.05). Los datos de VHP fueron trasformados a raiz cuadrada para
disminuir la varianza. La minima concentracion de AE que inhibio6 el crecimiento del hongo en
un 50% (CIM) fue determinada utilizando regresion lineal a partir de concentraciones con efecto
antifungico (Marei ef al., 2012). La correlacion entre las metodologias empleadas para evaluar
actividad antifiingica fue resuelta mediante andlisis de correlacion de Parsons. Grupos de AEs
con similar comportamiento fueron obtenidos mediante andlisis de conglomerados (AC). La
similitud de los tratamientos fue calculada en base a distancia Euclidea y los grupos con
similares caracteristicas fueron obtenidas mediante el método “average linkage”. Los VHP se
compararon entre géneros fngicos y entre aislados de un mismo género mediante Prueba T de

Student.
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RESULTADOS Y DISCUSION
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

La actividad antifingica de los AEs contra A. flavus y Penicillium spp. fue evaluada de

acuerdo a su CFM y CIM (Tablas 5.1 y 5.2).

Orégano. Los AEs de orégano presentaron la mejor actividad antifingica, con
diferencias entre las variedades. Para OCor y OMen, una concentracion de 800 pL L' fue
suficiente para inhibir completamente el crecimiento de los hongos estudiados (Figura 5.1). Las
CIMs calculadas para estos AEs variaron entre 200 y 650 uL L. De acuerdo a los resultados
obtenidos para las CFM y CIM, no se encontré un AE de orégano que posea una mejor actividad

antifungica relativa contra todos los patdgenos fungicos.

Numerosos estudios han demostrado el efecto inhibitorio de AEs de orégano sobre el
crecimiento de microorganismos contaminantes de alimentos (Asensio, 2013; Koci¢-Tanackov
et al., 2012; Lambert et al., 2001). Estos aceites esenciales fueron reportados como eficientes
para el control de otras especies del género Aspergillus (A. niger, A. carbonarius y A. wentii),
con CFMs cercanas a los 2000 pL L (Koci¢-Tanackov et al., 2012). En Argentina, estudios
previos sobre el efecto de AE de orégano contra 4. flavus indicaron un PIC del 100% para una
concentraciéon de 1000 uL L' (Bluma ef al., 2008). Contrariamente, otros estudios reportaron
una CFM menor (200 pL L") para este AE contra la misma especie fungica (Viuda-Martos et
al., 2007). En cuanto a Penicillium, existe bibliografia que indica que el AE de orégano afecta
el crecimiento radial y produccion de esporas en especies de este género fungico (Daferera et
al., 2000; Akgul y Kivanc, 1988). En estos estudios, se indicd que una concentracion de 250
uL L' resulta suficiente para inhibir completamente el crecimiento de P. digitatum (Daferera et

al., 2000).

Diferencias entre variedades, como asi también entre aceites de diferentes procedencias,
pueden ser explicadas debido a diferencias en su composicion quimica. La mayoria de los
investigadores concuerdan que los monoterpenos timol y carvacrol son los compuestos

asociados a la actividad antifiingica del AE de orégano (Viuda-Martos et al., 2008; Daferera et
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al., 2000; Akgul y Kivanc, 1988). Estos compuestos fenolicos han sido reconocidos como
compuestos activos eficientes contra A. flavus y Penicillium spp. (Abbaszadeh et al., 2014). Sin
embargo, se ha reportado que AEs de orégano con mayor concentracion de timol en su
composicion poseen mejor actividad antifingica (Koci¢-Tanackov et al., 2012; Viuda-Martos
et al., 2008). Debido a esto, la mayoria de los autores concuerdan en que el timol posee una
mejor eficiencia que carvacrol para el control de patogenos fungicos (Abbaszadeh et al., 2014;
Pérez-Alfonso et al., 2012; Akgul y Kivanc, 1988). En este estudio, OCor present6 la mayor
cantidad de timol en su composicion (Capitulo 4) pero esta diferencia no se tradujo en una mejor

actividad antifingica respecto OCom y OMen.

El efecto de los terpenos sobre el crecimiento de microorganismos ha sido evaluado a fin
de identificar los componentes responsables de una determinada actividad biologica. Sin
embargo, estos investigadores concluyeron que la efectividad de los componentes
individualmente es menor a la de los AEs, indicando un posible efecto sinérgico entre todos los

constituyentes (Abbaszadeh et al., 2014; Mishra et al., 2013; Bassolé y Juliani, 2012).

Figura 5.1. Actividad antifingica del aceite esencial de Orégano Cordobés (OCor) contra A.
flavus AS0001. A: Control; B: OCor 800 ul L™
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Mentas. Ambos AEs presentaron una moderada actividad antifungica y resultaron
efectivos para el control de los hongos estudiados (Tabla 5.1). En general, Mi demostrd una
mejor actividad antifingica que Mp (CFMs menores). Esto puede estar relacionado a su mayor
contenido de mentol (alcohol secundario) en su composicion quimica (Capitulo 4). Este terpeno
posee numerosas propiedades bioldgicas y es indicado como el responsable la actividad
antifungica de los AEs de menta (Kamatou et al., 2013). El mentol ha sido resaltado por su
eficiencia para inhibir completamente el crecimiento de Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Penicillium spp.y Rhizophus spp. (Abbaszadeh et al., 2014). Asimismo, la mentona (una cetona)
también ha sido destacada por su actividad antifungica, aunque menor a la del mentol
(Dambolena et al., 2008). Este terpeno se presentd con mayor proporcion en Mp (Capitulo 4).
Varios investigadores (Dambolena et al., 2008; Lucini, 2004; Bassole et al., 2003; Kurita y
Koike, 1982) han descripto un orden de mayor a menor actividad antifingica de los terpenos
asociada a grupos funcionales, siendo: fenoles, alcoholes, cetonas/aldehidos, ésteres e
hidrocarburos. La menor eficiencia de los AEs de menta respecto a los AEs de orégano puede
ser explicada debido a que el timol posee una fuerte actividad antifingica (CFMs menores)
debido a su naturaleza fenolica (Marei ef al., 2012; Dambolena et al., 2008; Lucini et al., 2006).
Por otro lado, resulta importante destacar que la actividad antifingica de estos compuestos
mayoritarios también se encuentre modulada por los compuestos en menor cantidad (Bakkali et

al., 2008).

Suico. De acuerdo a los resultados obtenidos, Su fue eficiente para el control de
Aspergillus flavus y Penicillium spp. con una actividad antifingica similar a la de las mentas
(Tabla 5.1). Este AE no afecto el crecimiento de los hongos en concentraciones por debajo de
los 1500 uL L. Ademés, se observo una marcada diferencia entre las CFM para los aislados de
A. flavus (2300 y 3800 uL L' para CCC116-83 y AS00001, respectivamente), como asi también
para las especies del género Penicillium (P. oxalicum = 1700 uL L™'; P. minioluteum = 2500 pL
L.

El AE de Su ha sido acreditado con numerosas propiedades, incluyendo actividad

antibacteriana e insecticida (Cestari et al., 2004; Senatore et al., 2004). En cuanto a su actividad
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antifungica, Bii e al. (2000) evaluaron este AE en una concentracion de 1000 uL L™ contra
ocho géneros fungicos, logrando PIC entre 5 y 30%. Otros autores reportaron la actividad
antifungica de Su argentino contra los géneros fingicos Sclerotium y Colletorichum con CFMs
entre 3000 y 5000 uL L™ (Zygadlo et al., 1994). Dentro de su composiciéon quimica, el limoneno
ha sido caracterizado por su fuerte actividad antifingica y es considerado uno de los
monoterpenos mas eficientes (Marei et al., 2012; Dambolena et al., 2008). Hasta el momento,
los compuestos mayoritarios en la composicion quimica de AE de Su no han sido evaluados

individualmente por su actividad antifingica.

Laurel. Otro AE efectivo para el control de los hongos estudiados fue La, con CFMs
méximas de 3200 uL L. El eucaliptol posee marcada actividad antifiingica y se representa
como el componente con mayor proporcion en La. Este monoterpeno fue indicado como
eficiente para el control de S. cepivorum en una concentracion de 1200 uL L™ (Lucini ef al.,
2006). Por otro lado, el eucaliptol fue indicado como eficiente para el control de P. digitatum y
A. niger, como asi también para Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. (Marei et al., 2012). Este AE
ha sido probado con éxito para la elaboracion de biofilms con actividad antifingica contra
especies del género Candida (Peixoto et al., 2017). Ademads, La fue reportado como una
alternativa eficiente para el control de S. cepivorum en cultivos de ajo en Argentina (Camiletti
et al., 2016). El eugenol, presente en este AE a baja concentracion (0,7%), posee una marcada
actividad antifungica sobre 4. flavus (Mishra et al., 2013). Su poder antifiingico fue determinado

como diez veces superior al del eucaliptol, segiin indicaron Mishra et al. (2013).

Romero y Aguaribay. Estos AEs no afectaron el crecimiento de los hongos estudiados
en las concentraciones evaluadas. EL eucaliptol estuvo presente en el AE de Ro pero con una
concentracion menor al AE de La (24,3 vs 42,2%). Estudios previos indicaron una MFC de
10.000 uL L' contra A. niger para un aceite esencial de Ro con un porcentaje similar de
eucaliptol en su composicion. (Fu et al., 2007). Otros autores senalaron que AE de Ro inhibe
completamente el crecimiento de A. parasiticus a una concentracion de 3000 pL L. Sin
embargo, este AE tuvo una composicion quimica diferente, con limoneno como componente

principal (Rasooli et al., 2008). E1 AE de Ro también tuvo otros dos compuestos con demostrada
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actividad antifungica, mirceno y camfor, pero que poseen una menor actividad antifungica
relativa contra Aspergillus y Penicillium (Marei et al., 2012). El limoneno, uno de los principales
componentes en Ag, demostr6 actividad antifungica contra 4. flavus (Singh et al., 2010). Por
lo tanto, podria esperarse que el AE de Ag cultivado en Argentina posea actividad antifingica,
pero a una concentracion superior a las evaluadas. La actividad antifingica de Ag de similar
composicion quimica contra Aspergillus, Fusarium y Rhizophus, fue reportada en estudios

previos con CFMs superiores a 10000 pL L' (Martins et al., 2014).
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Tabla 5.1. Concentracion fungicida minima (uL L") de los aceites esenciales contra A. flavus y Penicillium spp.

Hongos Aceites esenciales

OCor® OMen® OCom® Su® Mi* Mp® La® Ag® Ro®
A. flavus (CCC116-83) 600 800 1000 2300 1800 3000 3200 >5500 >5000
A. flavus (AS00001) 800 700 1000 3800 3000 3200 3200 >5500 >5000
P. oxalicum (083296) 500 600 700 1700 1800 2300 2400 >5500 >5000
P. minioluteum (AP003) 600 300 600 2500 2300 2300 3200 >5500 >5000

* OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp
(Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.), La (Laurus nobilis L.), Ro (Rosmarinus officinalis) and Ag (Schinus molle).

Tabla 5.2. Regresiones lineales y valores de concentracién inhibitoria minima (uL L) de los aceites esenciales contra 4. flavus y
Penicillium spp.

AE® Hongos
A. flavus (CCC116-83) A. flavus (AS00001) P. oxalicum (083296) P. minioluteum (AP003)
CIM* By B R® CIM* By B R* CIM* By B R* CIM* By B R®

OCor " 450 -75,0 0,28 0,91 650 -189,0 0,37 0,90 350 -6,37 0,16 0,72 400 -54,7 0,25 0,76
OMen " 450 2,0 0,10 0,94 550 -96,5 0,26 0,83 450 -11,5s 0,14 0,89 200 -16,8 0,36 0,89
OCom " 550 13,6 0,07 0,62 650 -5291 0,15 0,89 400 -2,64 0,13 0,89 500 -8,38 0,12 0,73

Su® 2150 -52,1 0,05 0,77 3700 -1280,3 036 0,60 1600 -652,7 044 0092 2400 -365,9 0,18 0,70
Mi 1450 -152 0,04 0,61 2800 -136,5 007 073 1300 -13,3 005 0.7 2200 -433,3 0,22 0.60
Mp ° 2800 -551,5 0,21 0,92 2850 -286,6 0,12 089 2050 -148,6 0,10 0.68 2050 -379,7 021 0.92
La® 2700 -171,7 0,08 084 2700 -226,6 0,10 0,80 2100 -304,9 0,17 094 2800 -280,1 0,12 0,90

*CIM (Concentracion Inhibitoria Minima), Regresion lineal: Y = B, + B1X; donde Y = variable dependiente (CIM); B, = constante que es igual al valor de Y cuando X=0; B,=
coeficientes de X; X = variable independiente (porcentaje de inhibicion del crecimiento).

® OCor (Origanum vulgare sspp. hirtum), OCom (Origanum vulgare sspp. Vulgare), OMen (Origanum x majoricum), Mi (Mentha x piperita var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha
x piperita), Su (Tagetes minuta) y La (Laurus nobilis).
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COMPARACION ENTRE LAS METODOLOGIAS APLICADAS PARA
EVALUAR ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Se determiné el PIC para las CFM de AEs mediante técnica de microdilucion y se
compararon los resultados obtenidos (Tabla 5.3). No se encontraron diferencias significativas
entre los métodos para las CFM probadas, a excepcion de Mp contra A. flavus, donde se
necesitaron 3400 uL L™ del AE para lograr una inhibicién del crecimiento superior al 90%.
Ademas, se evaluaron otras cuatro concentraciones de cada AE (20, 40, 60 y 80% de su
respectiva CFM) y se calcul6 la correlacion entre las metodologias aplicadas. Ambas técnicas

demostraron una alta correlacion (= 0.88; n=210; P < 0.0001) entre los resultados obtenidos.

La utilizacion de la sal MTT en técnicas de microdilucion ha sido investigada como una
alternativa para evaluar la susceptibilidad de hongos filamentosos frente a posibles agentes
antifungicos (Ghasemian et al., 2012; Meletiadis et al., 2000; Jahn et al., 1995; Jahn et al., 1996).
Clancy y Nguyen (1997) emplearon esta técnica para determinar la CFM del fungicida sintético
fluconazole contra 101 especies de los géneros Candida y Cryptococcus. Estos resultados se
compararon con aquellos obtenidos por macrodilucion, observando un 94% de similitud entre
las CFMs (Clancy y Nguyen, 1997). Otros autores (Meletiadis et al., 2000), determinaron las
CFMs para otros fungicidas sintéticos contra Aspergillus spp y Fusarium spp, indicando que el
porcentaje de similitud entre las dos técnicas analizadas vario con el género fungico (97 vs 87%,
respectivamente). El MTT se basa en la actividad metabolica del micelio y no directamente en
el crecimiento del mismo. Por lo tanto, dosis de agentes antifingicos inferiores a la CFM pueden
afectar el metabolismo celular provocando una menor reduccion del MTT, incluso cuando la

biomasa no es afectada (Meletiadis et al., 2000).
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Tabla 5.3. Porcentajes de inhibicion del crecimiento para las concentraciones fungicidas
minimas (uL L) de aceites esenciales contra 4. flavus y P. minioluteum de acuerdo a las dos
metodologias aplicadas.

AE” A. flavus (AS0001) P. minioluteum (AP003)

Concentracion * Macro*  Micro * Concentracion * Macro“*  Micro *
OCor 800 100,0 a 955 a 600 100,0 a 934 a
OMen 700 100,0 a 958 a 300 100,0 a 958 a
OCom 1000 100,0 a 92,0 a 600 100,0 a 956 a
La 3200 100,0 a 94,6 a 3200 100,0 a 91,1 a
Mi 3000 100,0 a 96,7 a 2300 100,0 a 97,2 a
Mp 3200 100,0 a 852 b 2300 100,0 a 99,1 a
Su 3800 100,0 a 99,8 a 2500 100,0 a 924 a

¥ AE (aceite esencial), OMen (Origanum x majoricum), OCor (Origanum vulgare sspp. hirtum), OCom (Origanum vulgare sspp.
Vulgare), La (Laurus nobilis), Mi (Mentha x piperita var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita) y Su (Tagetes minuta).

“ Concentracion: refiere a la concentracion fungicida minima determinada por técnica convencional de macrodilucion; Macro:
resultado obtenido mediante técnica de macrodilucion; Micro: resultados obtenidos mediante técnica colorimétrica de
microdilucion. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al Test de DGC (P< 0.05).

EFECTO DE LOS ACEITES ESENCIALES SOBRE LiPIDOS DE MEMBRANA

Los VHP del micelio de los hongos después de 72 hs de incubacién con las CFMs de
cada AE se presentan en la Tabla 5.4 y en las Figuras 5.2 y 5.3. Los valores obtenidos
dependieron del género fingico estudiado (P<0.001), como asi también de los AE estudiados
(P<0.001). En cuanto a la especie 4. flavus, las cepas mostraron un comportamiento similar con
diferencias no significativas entre ambas (P=0,9334). Los lipidos de membrana de estas cepas
resultaron severamente oxidados por Su, mostrando los VHP mas altos. Mi, Mp, y La
presentaron una moderada actividad oxidante sobre esta especie fingica. En ambos aislados, Mp
presento VHPs significativamente mas altos que Mi. Los AEs de orégano mostraron VHP
similares al control, al igual que Ro y Ag que no poseen actividad antifingica en concentraciones

debajo de 5000 pL L.

En cuanto a las especies del género Penicillium, los VHP obtenidos para los AE
estuvieron influenciados por la especie fungica (P = 0,021). En P. oxalicum, el VHP mas alto

fue para Su mientras que Mi, Mp y La presentaron moderada actividad oxidante. En cuanto a P.
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minioluteum, La presento el VHP mads alto, seguido por Su. Sorprendentemente, el AE de Ro
demostr6 una significativa oxidacion de los lipidos. Los VHP obtenidos para Mi y Mp no
presentaron diferencias significativas respecto del control. Otros investigadores (Kalemba y
Kunicka, 2003) senalaron que el efecto antimicrobiano de los AEs es influenciado por la

configuracidon que posee la membrana celular del microorganismo.

En las células eucariotas, la mitocondria produce naturalmente especies de oxigeno
reactivo (EORs) tales como el anion superdxido y peroxido de hidrogeno, aunque en baja
concentracion. En condiciones normales, estos productos reaccionan con el hierro celular para
generar productos intermediarios. Una alta concentracion de EORs dana fuertemente el ADN
mitocondrial y, en consecuencia, inhibe la expresion de las proteinas transportadoras que evitan
la acumulacion de estas especies. Los AEs tienen la capacidad de penetrar a través de las
membrana celular y membranas citoplasmaticas debido a su naturaleza lipofilica. Esto resulta
en una permeabilizacion y desorganizacion de las mismas, con un dafio especial en la membrana
mitocondrial. La mitocondria, mediante cambios en el flujo de electrones en la cadena
transportadora, genera una alta concentracion de EORs que no pueden ser transportados y

provocan la oxidacion de lipidos de membrana (Bakkali ez al., 2008).

Los AEs incluyen compuestos antioxidantes en su composicion como terpenoides y
compuestos fenolicos. La propiedad antioxidante de los AEs y sus compuestos ha sido
ampliamente estudiada y verificada mediante métodos fisicos-quimicos (Olmedo ef al., 2012;
Olmedo et al., 2014; Nakatani, 2000; Ruberto y Baratta, 2000). En particular, los compuestos
fendlicos han sido sugeridos como conservantes naturales en alimentos debido a su capacidad
antioxidante (Asensio, 2013). Sin embargo, algunos compuestos fenolicos de los AEs pueden
ser oxidados en contacto con EORs, produciendo radicales fenoxilos muy reactivos que oxidan

proteinas y ADN, generando nuevas EORs (Bakkali et al., 2008).

Otros efectos citotoxicos de los AEs han sido estudiados como posibles mecanismos de
accion. Algunos monoterpenos constituyentes de AEs fueron reportados por su dafio a nivel de
membrana celular que provoca una salida de macromoléculas y lisis celular (Bakkali ez al., 2008;

Lucini, 2004). Otros estudios indicaron que compuestos tales como los alcoholes fendlicos y los
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aldehidos detienen la produccion de proteinas de membranas o enzimas (Kalemba y Kunicka,
2003). En bacterias, el AE de orégano y sus componentes carvacrol y timol han sido indicados
como permeabilizadores de membrana, provocando un agotamiento del ATP (Oussalah et al.,
2006; Lambert et al., 2001). Otros estudios senalaron que este mismo AE dafia la membrana
plasmatica, afectando la homeostasis del pH y el equilibrio i6nico (Lambert et al., 2001).
Investigaciones con bacterias indicaron que algunos AE coagulan el citoplasma, siendo este su

mecanismo de accion (Bakkali et al., 2008).

Tabla 5.4. Valores de hidroperoxidos (meq O, kg™) para los lipidos de membrana en los hongos
estudiados.

AE*® Hongos "

A. flavus A. flavus P. minioluteum P. oxalicum

(AS00001) (CCC116-83) (AP003) (083296)
OMen  0,0286 + 0,006 0,0180 + 0,001 0,0257 + 0,002 0,0465 + 0,022
OCor 0,0208 + 0,007 0,0180 + 0,008 0,0184 + 0,002 0,0280 + 0,007
OCom 0,0169 + 0,002 0,0156 + 0,001 0,0340 + 0,032 0,0649 + 0,006
Su 0,3633 + 0,001 0,3426 + 0,021 0,0750 + 0,036 0,1323 + 0,006
Mi 0,0489 + 0,018 0,0848 + 0,032 0,0255 + 0,024 0,1029 + 0,007
Mp 0,1617 + 0,024 0,1590 + 0,014 0,0195 + 0,006 0,0985 + 0,006
La 0,0795 + 0,004 0,0688 + 0,020 0,1139 + 0,015 0,0973 + 0,010
Ro 0,0239 + 0,030 0,0136 + 0,002 0,0658 + 0,005 0,0404 + 0,006
Ag 0,0223 + 0,012 0,0168 + 0,002 0,0301 + 0,007 0,0329 + 0,006
Control 0,0179 + 0,011 0,0122 + 0,006 0,0274 0,003 0,0337 + 0,004

* AE (aceite esencial), OMen (Origanum x majoricum), OCor (Origanum vulgare sspp. hirtum), OCom (Origanum vulgare sspp.
Vulgare), Su (Tagetes minuta), Mi (Mentha x piperita var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), La (Laurus nobilis), Ro
(Rosmarinus officinalis) and Ag (Schinus molle). Control: sin agregado de aceite esencial.

® Valores medios acompafiados del error estandar.
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Figura 5.2. Valores de hidroperéxidos (meq O, kg'l) para Aspergillus flavus (A: AS00001; B:
CCC 116-83) después de 72 hs de incubacion con aceites esenciales: Control (sin agregado de
aceite esencial), OCor (Origanum vulgar sspp hirtum), OMen (Origanum x majoricum), OCom
(Origanum vulgare sspp. Vulgare), Su (Tagetes minuta), Mi (Mentha x piperita var. Vulgaris
Sole), Mp (Mentha x piperita), La (Laurus nobilis), Ro (Rosmarinus officinalis) and Ag (Schinus
molle). Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a Test de DGC (P< 0.05).
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Figura 5.3. Valores de hidroperdxidos (meq O, kg™) para P. minioluteum (A) y P. oxalicum (B)
después de 72 hs de incubacidn con aceites esenciales: Control (sin agregado de aceite esencial),
OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OMen (Origanum x majoricum), OCom (Origanum
vulgare sspp. Vulgare), Su (Tagetes minuta), Mi (Mentha x piperita var. Vulgaris Sole), Mp
(Mentha x piperita), La (Laurus nobilis), Ro (Rosamarinus officinalis) and Ag (Schinus molle).
Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a Test de DGC (P< 0.05).
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ANALISIS DE CONGLOMERADOS

Los resultados correspondientes al AC de los AE utilizados para el control de los hongos
s se presentan como dendograma (Figura 5.4). Los valores de CFM y VHP se utilizaron como
variables dependientes. Se obtuvieron cuatros grupos: Grupo 1, conformado por los AE de Ag
y Ro; Grupo 2, conformado por los AEs de menta y La; Grupo 3, conformado por las variedades
de orégano; Grupo 4, conformado Unicamente por el AE de Su. Los resultados indican que los
AE de Mi, Mp y La poseen similar actividad antifiingica y oxidacién en lipidos de membrana.
Resultados similares fueron obtenidos para los AE de oréganos. El AE de Su, conformando su
propio grupo, indica que posee un comportamiento diferenciado, con una actividad antifiingica

causando una gran oxidacion en los lipidos de membrana en los hongos estudiados.
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Promedio (Average linkage)

Distancia: (Euclidea)

0.00 0.75 1.49 2.24 2.98
.Grupol.Grupo2.Grupo3 Grupo 4

Figura 5.4. Dendograma elaborado a partir del andlisis de conglomerados y agrupamiento de los
aceites esenciales de acuerdo a su efecto sobre los hongos estudiados. OCor (Origanum vulgare
sspp hirtum), OMen (Origanum x majoricum), OCom (Origanum vulgare sspp. Vulgare), Su
(Tagetes minuta), Mi (Mentha x piperita var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), La (Laurus
nobilis), Ro (Rosmarinus officinalis) and Ag (Schinus molle).
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CONCLUSIONES

La actividad antifiingica de los aceites esenciales varia de acuerdo a la especie fingica,
como asi también entre cepas de una misma especie.

La técnica de microdilucion empleada se presenta como una metodologia apropiada para
evaluar actividad antifungica de manera rapida y eficaz.

La alta correlaciéon observada entre las metodologias indica que el crecimiento del
micelio depende de su estado metabolico.

Los aceites esenciales de suico, laurel y menta presentan una moderada actividad
antifungica.

Los aceites esenciales de orégano presentan la mejor actividad antifingica, aunque su
mecanismo de accion pareceria estar poco relacionado a la oxidacion de lipidos de
membrana.

La oxidacion de lipidos es parte del mecanismo de accidon de los aceites esenciales de
laurel y menta.

El mecanismo de accion del aceite esencial de suico estd altamente relacionado a la

oxidacioén de lipidos de membrana.
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CAPITULO 6

INTERACCION DE ACEITES ESENCIALES ENTRE Si Y CON
FUNGICIDA SINTETICO PARA EL CONTROL DE Aspergillus
flavus 'y Penicillium minioluteum.

INTRODUCCION

Los AEs son una fuente viable de antifungicos naturales pero, en general, su actividad
contra los hongos patdgenos es mas leve que la de las drogas sintéticas comerciales (Pyun y
Shin, 2006). La combinacion entre AEs se investiga en busca de interacciones que permitan
potenciar su desempefio en el control de microorganismos (Kalemba y Kunicka, 2003). La
administraciéon combinada de aceites esenciales y productos sintéticos se investiga para
aumentar la eficiencia de los primeros, reducir las dosis de los segundos y evitar el desarrollo de
resistencia en patdégenos (Camiletti et al., 2016; Gadban, 2011; Lim y Shin, 2008; Pyun y Shin,
2006; Giordani et al., 2004).

Cuando dos agentes antimicrobianos se combinan en una mezcla ocurren interacciones

cuyos efectos pueden ser (Davidson y Parish, 1989):

- Aditivos: la actividad antimicrobiana de un compuesto no aumenta ni disminuye en

presencia del otro.

- Sinérgicos: la actividad antimicrobiana de un compuesto mejora en presencia de un

segundo compuesto.

- Antagonicos: la actividad antimicrobiana de un compuesto se reduce en presencia de

otro.

Determinar la existencia de aditividad, sinergismo o antagonismo requiere conocer la
actividad antimicrobiana de cada agente individual, su efecto combinado y que este Gltimo sea

respectivamente igual, mayor o menor que el esperado para la mezcla (Kosman y Cohen, 1996).
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A pesar de la larga historia de uso de las mezclas, sigue ausente un concepto de
sinergismo o antagonismo universalmente aceptado y la principal discordancia ocurre en la
definicion del “efecto esperado de la mezcla”. Para algunos autores se trata simplemente de la
suma de los efectos de los componentes individuales (Gisi, 1991; Barry, 1976); mientras que
para otros, este valor debe ser calculado con formulas matematicas de acuerdo con una teoria
especifica de accidon conjunta de los componentes de la mezcla bajo el supuesto de ausencia de
sinergismo o antagonismo (Davidson y Parish, 1989; Abbott, 1925). En ambos casos se
concuerda que la actividad de la mezcla debe ser medida experimentalmente, comparada con el
calculo de la actividad esperada para finalmente estimar el grado de interaccion (Kosman y
Cohen, 1996). Una vez conocidos los efectos individuales y combinados de los compuestos, la
accion conjunta puede ser evaluada y caracterizada como sinérgica, aditiva o antagonica en base

a un modelo de referencia, a través de diferentes métodos (Gadban, 2011).

El método aditivo es utilizado para el caso de acciones similares de los componentes de
la mezcla y estima el efecto inhibitorio esperado de la misma a partir de las dosis individuales
de sus componentes. Esto se compara luego con la inhibicidon observada experimentalmente, es
decir el efecto inhibitorio real de la mezcla. Cuando el efecto inhibitorio observado de la mezcla
es mayor, igual o menor al esperado, se considera que hay sinergismo, aditividad o antagonismo

respectivamente (Kosman y Cohen, 1996).

El método de Abbott (1925) usualmente se aplica en busca de interacciones sinérgicas
para mezclas cuyos componentes producen efectos de diferente modo, afectando distintas
actividades fisiologicas o sistemas vitales en el organismo blanco. Fue desarrollado
originalmente para insecticidas, pero se utiliza ampliamente para fungicidas. Es un modelo que
estima la supervivencia de una poblacion después de la exposicion a una mezcla como el
producto entre las proporciones que sobreviven a la exposicion de cada agente individual. Si el
cociente entre la eficacia observada experimentalmente y la eficacia esperada de la mezcla es
mayor a 1,5, entonces la interaccion entre los componentes es sinérgica (Kosman y Cohen, 1996;

Gisi, 1991).

Actualmente existen escasos productos comerciales para el control de Aspergillus spp.y
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Penicillium spp. Uno de ellos es MAXIM®Evolution (Rizobacter, Argentina), curasemilla
sistémico y de contacto formulado con tres ingredientes activos: fludioxonil, metalaxil y
tiabendazol. Este producto asegura el control de patogenos tanto en el suelo como en el
almacenaje de las semillas (Munkvold, 2009). El metalaxil es un compuesto fungicida eficiente
contra especies pertenecientes a la clase oomicota, por lo que no afecta el crecimiento de las
especies fungicas utilizadas en este trabajo (Schwinn y Staub, 1995). Por su parte, el tiabenzadol
no efecta el crecimiento Aspergillus spp. y solo algunas especies del genero Penicillium han sido
reportadas como sucesptibles (Lopez-Garcia et al., 2003). El fludioxonil es un fenilpirrol, clase
de fungicidas no sistémicos y de amplio espectro (Gehmann et al., 1990). De acuerdo a trabajo
previos, este ingrediente activo afecta el crecimiento miceliar y la germinacion de conidios tanto
en especies de Aspergillus como en aquellas pertenecientes al genero Penicillium (Santos et al.,
2011; Errampalli, 2004). Tradicionalmente, el fludioxonil ha sido utilizado como tratamiento en
semillas para el control de patégenos del suelo (Duan et al., 2013; Solorzano y Malvick, 2011;
Mueller et al., 1999). En los tltimos afos, este compuesto a comenzado a ser investigado bajo
el desarrollo de nuevas formulaciones en spray destinadas al control de enfermedades fungicas

(Duan et al., 2013).

El objetivo de este capitulo fue determinar combinaciones entre AEs con interaccion
sinérgica que potencien su efecto y combinaciones de AEs con fungicida sintético cuya
interaccion aditiva o sinérgica permita una potencial disminucion de la dosis necesaria del

pesticida quimico.
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MATERIALES Y METODOS

ACEITES ESENCIALES

Se utilizaron los aceites esenciales con actividad antifingica demostrada en el capitulo 4.

AISLADOS FUNGICOS

Se utilizaron los siguientes aislados obtenidos de espigas de maiz cultivadas en la region I:
(a) Aspergillus flavus AS0001.
(b) Penicillium minioluteum AP003.

FUNGICIDA SINTETICO

Se utiliz6 el fungicida sintético MAXIM®Evolution (Rizobacter, Argentina) formulado

con fludioxonil (4-(2,2-Difluoro-1,3-benzodioxol-4-il)-1H-pirrole-3-carbonitrilo) al 2,5%.

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE COMBINACIONES ENTRE ACEITES
ESENCIALES

Se evalu¢ el efecto antifungico resultante de la mezcla de diferentes concentraciones de
AEs. Este experimento se desarrolld mediante la técnica colorimétrica del MTT, previamente
descripta en el capitulo 5. Se evaluaron todas las posibles combinaciones entre los AEs de
acuerdo a las siguientes concentraciones: 20, 40, 60 y 80% de sus respectivas CFMs (Capitulo
5). Los AEs fueron diluidos en DMSO y agregados a tubos Eppendorf hasta lograr las
concentraciones finales deseadas. Tratamientos con la CFM de cada AE fueron incluidos en el

ensayo como control positivo. Se evaluaron un total de 378 tratamientos.

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE _COMBINACIONES ENTRE ACEITES
ESENCIALES Y FUNGICIDA SINTETICO

En primer lugar, se determinoé la CFM para el fungicida sintético mediante la técnica de
microdilucion (MTT) descripta en el capitulo 5. Esta misma metodologia se utiliz6 luego para

evaluar la actividad antifungica resultante de las combinaciones de AEs y fungicida (20, 40, 60
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y 80% de sus respectivas CFMs). El fungicida sintético fue diluido en agua destilada estéril para
alcanzar las concentraciones finales de trabajo deseadas. Tratamientos con la CFM de cada uno
de los compuestos evaluados fueron incluidos en el ensayo y se evaluaron un total de 126

tratamientos.

ACTIVIDAD SINERGICA, ADITIVA O ANTAGONICA DE LAS
COMBINACIONES

Una vez calculados las medias de PIC para cada tratamiento, se determind la actividad

sinérgica, aditiva o antagonica utilizando dos metodologias diferentes:

1. Método aditivo: Los PIC para cada una de las dosis individuales (7) de los compuestos (a y
b) a analizar se sumaron para obtener un PIC esperado para cada uno de los tratamientos

combinados (PICEv):

PICE,;ii= PIC,; + PICy; (ec.6.1)

El PICE i se compard estadisticamente con el PIC obtenido experimentalmente
para la mezcla de dichas dosis (PICO,ibi). Se determind sinergismo cuando el PICO,;11,; fue
mayor al PICE,;;; aditividad cuando no hubo diferencia entre ambos y antagonismo

cuando PICO,;; fue menor al PICE,;; (Gadban, 2011; Kosman and Cohen, 1996).

2. Método de Abbott: se calculo el PIC esperado (PICE,ivi) de acuerdo la siguiente formula:

PICE,;+; = PIC,; + PIC,; — [(PICai X PICbi) / 100] (ec. 6.2)

donde PIC,; y PICy; corresponden a los PIC para las dosis individuales (i) de los compuestos

a 'y b, respectivamente. El efecto de las combinaciones fue designado de acuerdo al indice
Abbott (IA), calculado como:

1A = PICOaH—bi / PICEaH—bi (ec. 6.3)
donde PICO,;:1; indica el PIC obtenido experimentalmente para la combinacion de dichos

compuestos (a y b).
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Efecto sinérgico fue determinado para un IA mayor a 1,5; aditivo para un IA entre 0,5 y

1,5; antagdnico cuando el IA fue menor a 0,5 (Kosman y Cohen, 1996).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados mediante el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al.,2014). Los experimentos se realizaron en dos repeticiones, con cinco replicas cada una. Los
datos para cada tratamiento fueron combinados después de corroborar la homogeneidad de
varianzas del error experimental mediante el “F test”. Las medias para cada tratamiento fueron
obtenidas mediante anélisis de la varianza (ANOVA). Se utiliz6 test LSD de Fisher (P< 0.05)

para detectar diferencias significativas entre los tratamientos para el método aditivo.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos para cada una de las combinaciones analizadas se encuentran detallados

en el Anexo 2. Aquellos mas significativos se presentaran y discutiran en este capitulo.

INTERACCION ENTRE ACEITES ESENCIALES CONTRA Aspergillus flavus

Todos los AEs fueron mezclados entre si y en todas las combinaciones posibles en busca
de interacciones sinérgicas que potencien el efecto antifingico de los mismos contra 4. flavus.
El efecto sinérgico fue predominante cuando se combinaron AEs de orégano con suico y laurel,

mientras que en el resto de las combinaciones predominé el efecto aditivo (Figura 6.1).

M Sinergismo i1 Aditividad O Antagonismo

100 %

75 %

50 %

25 %

0 %

O M OxS OxL OxM MxS MxL SxL

Figura 6.1. Efecto resultante de las combinaciones entre los aceites esenciales contra Aspergillus
flavus de acuerdo al método Abbott. O: Origanum x majoricum + Origanum vulgares ssp.
vulgare + Origanum vulgare ssp. hirtum clon; M: Mentha x piperita var. Vulgaris Sole + Mentha
x piperita; S: Tagetes minuta, L: Laurus nobilis.
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Interaccion entre variedades orégano. Diferentes concentraciones de OCom, OCor
y OCom se combinaron en busca de interacciones sinérgicas para las variedades de orégano
(Tabla 6.1). La mayoria de las combinaciones presentaron una interaccion sinérgica, dentro de
las cuales un total de ocho combinaciones inhibieron completamente el crecimiento fungico.
Sin embargo, es posible que estas combinaciones hallan superado la CFM esperada debido a que
estos AEs poseen similar composicion quimica y un marcado efecto fungicida en

concentraciones inferiores a la CFM.

Tabla 6.1 Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de orégano contra
Aspergillus flavus segun método aditivo y de Abbott.

A B PICO Método aditivo * Método Abbott *

AE™ %Y AE™ %Y PICE* Efecto PICE* IA” Efecto

OMen 80 OCom 20 990 a 66,23 b sinergismo 64,27 1,54  sinergismo
60 80 98,8 a 74,17 b sinergismo 60,42 1,64  sinergismo
60 60 922 a 50,62 b sinergismo 45,58 2,02 sinergismo
60 40 73,3 a 47,14 b sinergismo 43,39 1,69  sinergismo
40 20 332 a 20,24 a aditividad 19,71 1,69  sinergismo
20 60 455 a 21,02 b sinergismo 20,01 2,27  sinergismo
20 20 50,2 a 10,51 b  sinergismo 10,28 4,89  sinergismo

OMen 60 OCor 40 100 a 4222 b sinergismo 50,36 1,99  sinergismo
60 20 79,5 a 38,72 b sinergismo 42,40 1,88  sinergismo
20 80 959 a 4329 b sinergismo 59,15 1,62  sinergismo
20 40 524 a 12,62 b sinergismo 27,03 1,94  sinergismo
20 20 41,1 a 9,12 b  sinergismo 15,33 2,69  sinergismo

OCor 80 OCom 20 99,8 a 66,2 b sinergismo 64,3 1,54  sinergismo
60 80 98,8 a 742 b sinergismo 60,4 1,64  sinergismo
60 60 922 a 506 b sinergismo 45,6 2,02 sinergismo
60 40 73,3 a 47,1 b  sinergismo 43,4 1,69  sinergismo
40 20 332 a 20,2 a aditividad 19,7 1,69  sinergismo
20 60 455 a 21,0 b  sinergismo 20,0 2,27  sinergismo
20 20 50,2 a 10,5 b  sinergismo 10,3 4,89  sinergismo

*AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OMen (Origanum x majoricum), OCom (Origanum vulgare sspp. Vulgare).

¥ %: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

“PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (P< 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Interaccion entre variedades de menta. Diferentes concentraciones de Mi y Mp se
combinaron entre si para evaluar el tipo de interaccion resultante (Anexo 2). Las interacciones
obtenidas resultaron en su mayoria del tipo aditivo, lo cual puede ser explicado debido a la

similitud de sus composiciones quimicas (capitulo 4). Unicamente la combinacion entre 20%
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de Mi y 60% de Mp presentd una interaccion sinérgica aunque sin inhibir completamente el

desarrollo del hongo.

Interaccion de las variedades de orégano con mentas, suico y laurel. Los AEs de
orégano se combinaron en las concentraciones mencionadas para evaluar su interaccién con
otros AEs (Anexo 2). Aquellas combinaciones con interaccion sinérgica se presentan en la Tabla
6.2. Las tres variedades orégano (OCor, OCom y OMen) presentaron interacciones sinérgicas
cuando se combinaron con aceites esenciales de Su y La. Un total de 25 combinaciones entre
estos AEs permitid controlar completamente el crecimiento de 4. flavus. Si bien se encontraron
interacciones sinérgicas en combinaciones de Mi y Mp con OCom, OMen, OCor; solo una de
estas mezclas (Mi 40% + OMen 60%) fue eficaz para inhibir completamente el crecimiento del

hongo.

Tabla 6.2. Combinaciones de aceite esencial de orégano con mentas, suico y laurel con actividad
sinérgica contra Aspergillus flavus segiin método aditivo y de Abbott.

A B PICO ? M¢étodo aditivo * M¢étodo Abbott *

AE* %Y AE™ %7 PICE” Efecto PICE” IA” Efecto

OMen 80 Su 20  100,0 a 64,1 b sinergismo 63,5 1,57 sinergismo
60 40 85,1 a 42,5 b sinergismo 40,4 2,10 sinergismo
60 20 100,0 a 38,0 b sinergismo 37,6 2,66 sinergismo
40 60 82,6 a 62,5 b sinergismo 54,7 1,51  sinergismo
40 40 713 a 22,6 b sinergismo 21,6 3,29  sinergismo

OMen 60 La 40 84,7 a 60,8 b sinergismo 52,0 1,63  sinergismo
60 20 93,7 a 384 b sinergismo 37,9 2,47  sinergismo
40 80 91,3 a 68,7 b sinergismo 59,9 1,52 sinergismo
40 60 1000 a 59,9 b sinergismo 52,6 2,23 sinergismo
40 40 75,7 a 40,9 b sinergismo 36,8 2,06  sinergismo
20 80 100,0 a 59,0 b sinergismo 55,2 1,81 sinergismo
20 60 100,0 a 50,2 b sinergismo 47,0 2,13 sinergismo
20 40 74,1 a 31,2 b sinergismo 29,4 2,52 sinergismo

OCom 80 Su 80 78,9 b 100,0 a antagonismo 85,6 0,92 aditividad
80 60 975 a 825 b sinergismo 64,5 1,51 sinergismo
80 40 98,00 a 42,7 b sinergismo 40,6 2,41 sinergismo
80 20 99,1 a 382 b sinergismo 37,8 2,62  sinergismo
60 40 78,0 a 19,1 b sinergismo 18,4 4,25  sinergismo
60 20 75,1 a 14,6 b sinergismo 14,5 5,19  sinergismo
40 60 91,6 a 55,5 b sinergismo 50,9 1,80 sinergismo
40 40 64,5 a 15,6 b  sinergismo 15,1 4,28  sinergismo
40 20 492 a 11,1 b  sinergismo 11,0 4,46  sinergismo
20 60 81,5 a 485 b sinergismo 47,1 1,73  sinergismo
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Tabla 6.2. Combinaciones de aceite esencial de orégano con mentas, suico y laurel con actividad
sinérgica contra Aspergillus flavus segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

A B PICO ? Método aditivo * M¢étodo Abbott *

AE™ %Y AE™ %Y PICE* Efecto PICE* IA* Efecto
20 40 584 a 8,60 b sinergismo 8,4 6,93  sinergismo
20 20 38,3 a 4,1 b sinergismo 4,1 9,41 sinergismo

Ocom 80 La 60 100,0 a 799 b sinergismo 64,0 1,56 sinergismo
80 40 100,0 a 609 b sinergismo 52,1 1,92  sinergismo
80 20 89,8 a 38,6 b sinergismo 38,1 2,36  sinergismo
60 80 99,5 a 652 b sinergismo 58,2 1,71  sinergismo
60 60 925 a 564 b sinergismo 50,6 1,83  sinergismo
60 40 69,7 a 374 b sinergismo 34,1 2,04  sinergismo
60 20 483 a 15,0 b sinergismo 14,8 3,25  sinergismo
40 80 954 a 61,7 b sinergismo 56,5 1,69 sinergismo
40 60 77,8 a 529 b sinergismo 48,6 1,60 sinergismo
40 40 78,9 a 339 b  sinergismo 31,5 2,51  sinergismo
20 80 90,0 a 54,7 b sinergismo 53,1 1,70  sinergismo
20 40 54,1 a 269 b  sinergismo 26,1 2,07  sinergismo
20 20 39,1 a 45 b  sinergismo 4,5 8,71  sinergismo

Ocor 80 Su 40 99,9 a 614 b sinergismo 58,3 1,71  sinergismo
80 20 100,0 a 569 b sinergismo 56,3 1,79  sinergismo
60 40 80,1 a 49,6 b  sinergismo 47,2 1,70  sinergismo
60 20 86,4 a 45,1 b  sinergismo 44,7 1,93  sinergismo
40 60 884 a 66,6 b sinergismo 57,0 1,55 sinergismo
40 40 57,6 a 26,7 b sinergismo 25,5 2,26  sinergismo
40 20 482 a 222 b sinergismo 22,0 2,20  sinergismo
20 60 81,0 a 539 b  sinergismo 50,1 1,62  sinergismo
20 40 65,5 a 14,0 b  sinergismo 13,6 4,83  sinergismo
20 20 55,1 a 96 b sinergismo 9,5 5,82 sinergismo

Ocor 80 La 60 100,0 a 799 b sinergismo 64,0 1,56 sinergismo
80 40 100,0 a 60,9 b sinergismo 52,1 1,92  sinergismo
80 20 89,8 a 38,6 b sinergismo 38,1 2,36  sinergismo
60 80 99,5 a 652 b sinergismo 58,2 1,71 sinergismo
60 60 925 a 564 b sinergismo 50,6 1,83  sinergismo
60 40 69,7 a 374 b  sinergismo 34,1 2,04  sinergismo
60 20 483 a 15,0 b sinergismo 14,8 3,25 sinergismo
40 80 954 a 61,7 b sinergismo 56,5 1,69 sinergismo
40 60 77,8 a 529 b sinergismo 48,6 1,60 sinergismo
40 40 78,9 a 339 b sinergismo 31,5 2,51  sinergismo
20 80 90,0 a 54,7 b sinergismo 53,1 1,70  sinergismo
20 40 54,1 a 269 b  sinergismo 26,1 2,07  sinergismo
20 20 39,1 a 45 b  sinergismo 4,5 8,71  sinergismo

Mi 40 Ocom 80 87,5 a 49,1 b sinergismo 44,7 1,96 sinergismo
40 60 68,7 a 25,6 b  sinergismo 23,9 2,87  sinergismo
40 40 79,8 a 22,1 b  sinergismo 20,9 3,82 sinergismo
40 20 49,8 a 15,1 b  sinergismo 14,7 3,39 sinergismo
20 60 70,8 a 14,6 b sinergismo 14,5 4,89  sinergismo
20 40 70,6 a 11,1 b  sinergismo 11,0 6,40 sinergismo
20 20 9.8 a 4,1 a aditividad 4,1 2,40  sinergismo
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Tabla 6.2. Combinaciones de aceite esencial de orégano con mentas, suico y laurel con actividad
sinérgica contra Aspergillus flavus segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

A B PICO ? Método aditivo * M¢étodo Abbott *

AE™ %Y AE™ %Y PICE* Efecto PICE* IA* Efecto

Mi 60 Omen 20 89,8 a 619 b sinergismo 57,8 1,55 sinergismo
40 60 929 a 49,0 b sinergismo 445 2,09 sinergismo
40 40 55,4 a 29,1 b  sinergismo 27,0 2,05 sinergismo
40 20 75,1 a 19,4 b sinergismo 18,5 4,07  sinergismo
20 60 74,8 a 380 b sinergismo 37,6 1,99  sinergismo
20 40 75,2 a 18,1 b  sinergismo 18,0 4,19  sinergismo
20 20 52,8 a 8,4 b sinergismo 8,3 6,33  sinergismo

Mi 40 OCor 60 87,5 a 56,1 b  sinergismo 50,8 1,72 sinergismo
40 40 49,9 a 33,1 b sinergismo 30,6 1,63  sinergismo
40 20 69,7 a 205 b sinergismo 19,5 3,58  sinergismo
20 60 69,4 a 45,1 b  sinergismo 44,7 1,55 sinergismo
20 40 69,8 a 222 b sinergismo 22,0 3,18 sinergismo
20 20 47,4 a 9,6 b sinergismo 9,46 5,00  sinergismo

Mp 60 OMen 20 70,9 a 488 a  Sinergismo 45,7 1,55 sinergismo
40 40 57,9 a 322 b sinergismo 29,6 1,96 sinergismo
20 60 67,2 a 39,0 b  sinergismo 38,3 1,75  sinergismo
20 40 31,8 a 192 b sinergismo 18,8 1,69 sinergismo

Mp 40 OCor 60 81,1 a 59,1 b  Sinergismo 52,5 1,55 Sinergismo
40 40 51,6 a 36,2 b  Sinergismo 33,0 1,56  Sinergismo
40 20 625 a 23,6 b  Sinergismo 22,3 2,81  Sinergismo
20 80 87,0 a 579 b  Sinergismo 56,8 1,53  Sinergismo

Mp 60 OCom 20 69,2 a 445 b  Sinergismo 43,2 1,60  Sinergismo
40 80 82,9 a 522 a  Sinergismo 46,6 1,78  Sinergismo
40 60 74,7 a 28,6 b  Sinergismo 26,6 2,81  Sinergismo
40 40 63,7 a 252 b  Sinergismo 23,6 2,70  Sinergismo
40 20 50,4 a 18,1 b  Sinergismo 17,7 2,85  Sinergismo
20 80 773 a 392 b  Sinergismo 38,4 2,01  Sinergismo
20 60 81,5 a 15,6 b  Sinergismo 15,3 5,31  Sinergismo
20 40 24,5 a 12,1 b  Sinergismo 11,9 2,05  Sinergismo
20 20 47,6 a 5,1 b  Sinergismo 5,0 9,44  Sinergismo

*AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus nobilis
L.).

¥ %: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

“PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (P< 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Interaccion de las variedades de mentas con suico y laurel. Un total de 19
combinaciones entre los AEs estudiados presentaron una interaccion sinérgica (Tabla 6.3). Sin
embargo, una sola combinacion (Mp 40% + La 60%) fue capaz de inhibir completamente el

crecimiento de 4. flavus.
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Tabla 6.3. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de menta, suico y
laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott.

A B PICO? M¢étodo aditivo * M¢étodo Abbott *

AE* %Y AE™ %Y PICE* Efecto PICE* 1A~ Efecto

Mi 40 Su 40 58,5 a 174 b sinergismo 16,8 3,48 sinergismo
40 20 52,5 a 12,9 b sinergismo 12,8 4,10  sinergismo
20 60 70,5 a 463 b sinergismo 45,9 1,54  sinergismo
20 40 656 a 64 b sinergismo 6,4 10,20  sinergismo
20 20 59,1 a 2,0 b sinergismo 2,0 29,67 sinergismo

Mi 40 La 40 55,8 a 357 b sinergismo 32,9 1,70  sinergismo
40 20 56,8 a 134 b sinergismo 13,2 4,30 sinergismo
20 40 489 a 248 b sinergismo 24,5 2,00  sinergismo
20 20 129 a 24 b sinergismo 1,0 13,13 sinergismo

Mp 40 Su 40 84,8 a 26,5 b sinergismo 19,7 4,31  sinergismo
20 60 73,1 a 504 b sinergismo 46,5 1,57 sinergismo
20 40 76,2 a 10,5 b sinergismo 7,4 10,31 sinergismo

Mp 40 La 60 99,1 a 638 b sinergismo 51,4 1,93  sinergismo
40 40 74,6 a 448 b sinergismo 35,2 2,12 sinergismo
20 80 86,5 a 56,6 b sinergismo 52,6 1,65  sinergismo
20 20 25,7 a 6,5 b sinergismo 3,4 7,53  sinergismo

La 40 Su 40 68,2 a 448 b sinergismo 27,9 2,44  sinergismo
20 60 629 a 478 a aditividad 46,2 1,36  sinergismo
20 40 68,0 a 2838 b sinergismo 6,8 9,95  sinergismo

*AE: aceite esencial; Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus
nobilis L.).

Y %: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

“PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (P< 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

INTERACCION ENTRE ACEITES ESENCIALES CONTRA Penicillium
minioluteum

Todos los AEs fueron mezclados entre si y en todas las combinaciones posibles en busca
de interacciones sinérgicas que potencien su efecto antifungico contra P. minioluteum. El efecto
aditivo fue predominantes cuando se combinaron la mayoria de los AEs, mientras que se

observaron algunos pocos casos de sinergismo en mezclas de oréganos con suico, laurel y menta

(Figura 6.2).
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Figura 6.2. Efecto resultante de las combinaciones entre los aceites esenciales contra Penicillium
minioluteum de acuerdo al método Abbott. O: Origanum x majoricum + Origanum vulgares ssp
vulgare + Origanum vulgare ssp hirtum clon; M: Mentha x piperita var. Vulgaris Sole + Mentha
x piperita; S: Tagetes minuta; L: Laurus nobilis.

Interaccién entre aceites esenciales de orégano y mentas. Los AEs de las tres
variedades de oréganos se combinaron entre si, al igual que las mentas, en busca de interacciones
que mejoren la actividad antifungica contra P. minioluteum (Anexo 2). No se observaron
interacciones del tipo sinérgicas con control total del crecimiento del hongo, clasificandose en
su mayoria como efecto aditivo. Sin embargo, cuando se combinaron los AEs de menta con los
de orégano, se observd sinergismo en 12 combinaciones (Tabla 6.4). Dentro de estas
interacciones sinérgicas, s6lo dos combinaciones no inhibieron completamente el control de P.

minioluteum.
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Tabla 6.4. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales de orégano y mentas
contra Penicillum minioluteum segin método aditivo y de Abbott.

A B PICO? M¢étodo aditivo * M¢étodo Abbott *

AE* %7 AE”" %7 PICE” Efecto PICE” IA* Efecto

Mi 20  OMen 20 752 a 40,5 b  Sinergismo 40,5 1,81  Sinergismo

Mi 40 OCor 20  100,0 a 66,5 b Sinergismo 60,6 1,65 Sinergismo
20 40 99,0 a 80,0 b Sinergismo 64,0 1,55 Sinergismo
20 20 100,0 a 51,1 b Sinergismo 46,8 2,14  Sinergismo

Mi 40 OCom 20 100,0 a 66,5 b Sinergismo 64,9 1,54  Sinergismo
20 20 88,7 a 51,1 b Sinergismo 52,6 1,69 Sinergismo

OMen 20 Mp 40 100,0 a 569 b Sinergismo 56,3 1,78  Sinergismo
20 20 100,0 a 41,5 b Sinergismo 41,0 2,44  Sinergismo

OCor 20 Mp 40 100,0 a 66,5 b Sinergismo 60,6 1,66 Sinergismo
20 20 100,0 a 51,1 b Sinergismo 46,8 2,22 Sinergismo

OCom 20 Mp 40 99,1 a 76,3 b Sinergismo 64,9 1,53 Sinergismo
20 20 1000 a 60,9 b Sinergismo 52,6 1,90 Sinergismo

* AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole) y Mp (Mentha x piperita).

Y %: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

“PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (P< 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Interaccion de los aceites esenciales de orégano con suico y laurel. Las mezclas de
AEs donde se observo sinergismo se presentan en la Tabla 6.5. Dentro de estas combinaciones,
seis demostraron capacidad para controlar completamente el crecimiento del hongo. OCom en
combinacion con Su, como asi también OCor en combinacion con Su y La, inhibieron 100% a

P. minioluteum debido a la interaccion sinérgica.
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Tabla 6.5. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de orégano, suico y
laurel contra Penicillium minioluteum segin método aditivo y de Abbott.

A B PICO ? M¢étodo aditivo * Método Abbott *
AE* %Y AE™ %7 PICE” Efecto PICE” IA” Efecto
OMen 20 Su 60 83,8 a 539 b Sinergismo 534 1,57  Sinergismo
20 20 79,1 a 44,0 b Sinergismo 43,6 1,82 Sinergismo
OMen 20 La 60 890 a 513 b Sinergismo 50,8 1,75 Sinergismo
20 40 754 a 473 b Sinergismo 46,9 1,61 Sinergismo
OCom 20 Su 40 100,0 a 714 b Sinergismo 60,9 1,64 Sinergismo
OCor 20 Su 40 100,0 a 61,6 b Sinergismo 56,1 1,84 Sinergismo
20 20 984 a 53,7 b Sinergismo 49,1 2,00 Sinergismo
OCor 40 La 40 100,0 a 859 b Sinergismo 67,6 1,61 Sinergismo
20 80 100,0 a 75,8 b Sinergismo 68,9 1,66  Sinergismo
20 60 84,8 a 609 b Sinergismo 55,6 1,53 Sinergismo
20 40 100,0 a 57,0 b Sinergismo 52,1 2,24 Sinergismo
20 20 83,5 a 56,2 b Sinergismo 51,3 1,63 Sinergismo

* AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus nobilis L.).

Y %: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

“PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (P< 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Interaccion de los aceites esenciales de mentas, suico y laurel. Todas las
interacciones resultantes de las combinaciones posibles entre Mi, Mp, Su y La, fueron
determinadas como Aditividad de acuerdo al método Abott, y como antagonimo y aditividad de

acuerdo al método aditivo (Anexo 2).

INTERACCION ENTRE ACEITES ESENCIALES Y FUNGICIDA SINTETICO
PARA EL CONTROL DE A. flavus

Los AEs en todas su concentraciones se combinaron con diferentes concentraciones
de fungicida sintético en busca de interacciones aditivas o sinérgicas que permitan reducir la
dosis requerida del pesticida (Anexo 2). La CFM del fungicida sintético para 4. flavus fue
determinada en 100 uL L™, La tabla 6.6 indica todas aquellas combinaciones con aditividad o
sinergismo en algun método. Se encontraron un total de 40 posibles combinaciones que
permitieron un control total de A. flavus. El AE de OMen presento la mayor cantidad de

interacciones aditivas.
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Tabla 6.6. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra Aspergillus flavus segun método aditivo y de Abbott.

F* AE*

%Y %Y

40 Su 40
40 80
60 20
60 40
60 60
60 80
80 20
80 40
80 60
80 80
40 La 80
60 20
60 40
60 60
60 80
80 20
80 40
80 60
80 80
20 Mi 20
20 40
20 60
20 80
40 20
40 40
40 60
60 20
60 40
60 60
60 80
80 20
80 40
80 60
80 80
20 Mp 20
20 40
20 60
40 20
40 40
40 60
60 20
60 40
60 60
60 80
80 20

PICO *

73,9
100,0
78,2
92,7
91,1
100,0
78,2
98,9
97,6
98,4
88,3
100,0
100,0
95,2
98,6
100,0
97,3
96,7
84,0
60,0
89,0
95,6
90,0
100,0
95,0
100,0
94,2
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
87,2
45,0
74,0
80,6
90,0
80,0
85,0
79,2
85,4
85,0
85,0
85,0

= I S T~ U < <R R R R B 2 - R - R 2R R~ R < R o i - R R R 2 R I R

Método aditivo *

Método Abbott *

PICE *
75,7
100,0
72,0
76,3
100,0
100,0
77,0
81,3
100,0
100,0
100,0
72,2
94,5
100,0
100,0
77,2
99,5
100,0
100,0
55,9
66,6
100,0
100,0
71,4
82,1
100,0
72,0
82,7
100,0
100,0
77,0
87,7
100,0
100,0
56,1
64,7
100,0
71,6
80,2
100,0
72,2
80,8
100,0
100,0
77,2

Efecto

= I IV - U R R U R e iR~ o - R~ R e R R R i~ R R R R 2R IR SR R

Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Antagonismo
Sinergismo
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Sinergismo
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Sinergismo
Aditividad
Aditividad
Sinergismo
Aditividad
Aditividad
Sinergismo
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad

PICE *
71,8
93,2
71,1
72,4
84,0
93,3
76,1
77,1
86,8
94,5
85,6
71,2
77,7
83,3
85,8
76,1
81,5
86,1
88,3
55,2
60,1
79,4
90,9
70,5
73,7
86,4
71,1
74,3
86,7
94,1
76,1
78,7
89,0
95,1
55,3
59,2
77,1
70,6
73,2
84,9
71,2
73,7
85,2
89,8
76,1

A7
1,03
1,11
1,10
1,28
1,08
1,18
1,03
1,28
1,12
1,04
1,03
1,42
1,32
1,14
1,15
1,36
1,19
1,12
0,95
1,09
1,48
1,20
0,99
1,49
1,29
1,16
1,32
1,35
1,15
1,06
1,31
1,29
1,22
0,92
0,81
1,25
1,04
1,28
1,09
1,00
1,11
1,16
1,00
0,95
1,12

Efecto
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
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Tabla 6.6. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra Aspergillus flavus segun método aditivo y de Abbott. Continuacion.

F* AE ™

%7 %7

80 40
80 60
20 OMen 20
20 40
40 20
40 40
40 60
40 80
60 20
60 40
60 60
60 80
80 20
80 40
80 60
80 80
20 OCom 20
20 40
20 60
20 80
40 20
40 60
60 20
60 40
60 60
60 80
80 20
80 40
80 60
80 80
20 OCor 20
20 40
20 80
40 20
40 40
40 60
60 20
60 40
60 60
60 80
80 20
80 40
80 60
80 80

PICO *

86,4
93,7
61,6
67,9
74,0
80,2
94,6
90,0
99,7
100,0
98,6
98,4
100,0
100,0
100,0
99,3
43,7
67,1
59,4
90,4
63,8
74,7
56,1
73,7
71,0
93,8
84,6
88,4
99,6
100,0
44,2
55,1
77,8
74,5
55,2
71,0
89,6
90,0
91,8
99,6
83,5
85,8
91,5
99.5

L= I N I~ I < R R 2 - < - R 2 T - T -~ SR B D I R I I

Método aditivo *

Método Abbott *

PICE *
85,8
100,0
62,1
71,8
77,6
87,3
100,0
100,0
78,2
87,9
100,0
100,0
83,2
92,9
100,0
100,0
57,8
64,8
68,3
91,8
73,3
83,8
73,9
80,9
84,4
100,0
78,9
85,9
89,4
100,0
56,11
61,83
86,23
71,6
77,32
87,66
72,21
77,93
88,27
100
77,23
82,95
93,29
100

Efecto

L= I S N I~ S < R 2~ <~ - I R R R R 2 R R~ R R R R A e R R R N

Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Sinergismo
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad

PICE *
78,2
87,8
58,0
62,4
72,4
75,3
81,2
89,0
72,9
75,8
81,6
89,2
77,6
79,9
84,8
91,1
56,1
59,3
60,8
71,5
71,1
74,2
71,7
73,7
74,7
81,6
76,5
78,2
79,1
84,8
55,3
57,9
69,0
70,6
72,3
75,4
71,2
72,9
75,9
80,0
76,1
77,5
80,0
83,4

A7
1,10
1,07
1,06
1,09
1,02
1,07
1,16
1,01
1,37
1,35
1,21
1,10
1,35
1,32
1,21
1,09
0,78
1,13
0,98
1,26
0,90
1,01
0,78
1,00
0,95
1,15
1,11
1,13
1,26
1,21
0,80
0,95
1,13
1,06
0,76
0,94
1,26
1,23
1,21
1,25
1,10
1,11
1,14
1,19

Efecto
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
Aditividad
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* AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus nobilis
L.). F: fungicida sintético (Fludioxonil).

¥ %: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial y el fungicida sintético.

“PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (P< 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas o aditivas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

INTERACCION ENTRE ACEITES ESENCIALES Y FUNGICIDA SINTETICO
PARA EL CONTROL DE P. minioluteum

La CFM del fungicida sintético para P. minioluteum fue determinada en 200 uL L™
Se evaluaron todas las combinaciones del fungicida sintético con todos los AEs para el control
de P. minioluteum (Anexo 2). En general, se observaron menos combinaciones con aditividad

y s6lo 10 de ellas inhibieron completamente el control de P. minioluteum (Tabla 6.7).

Tabla 6.7. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra Penicillium minioluteum segiin método aditivo y de Abbott.

F* AE” PICO Método aditivo * Método Abbott *

%Y %7 PICE” Efecto PICE” 1A?  Efecto

20 Su 20 25,6 a 23,0 a  Antagonismo 21,7 1,18 Aditividad
20 40 48,0 a 40,2 a  Aditividad 36,6 1,31 Aditividad
20 60 53,6 a 5772 a  Aditividad 51,3 1,04  Aditividad
20 80 65,6 a 619 a  Aditividad 55,3 1,19 Aditividad
40 20 43,8 a 63,5 a  Aditividad 58,3 0,75 Aditividad
80 80 934 a 100,0 a  Aditividad 88,0 1,06  Aditividad
20 La 20 24,1 b 54,07 a  Antagonismo 48,6 0,50 Aditividad
20 40 413 a 55,55 a  Aditividad 49,9 0,83 Aditividad
20 60 46,7 a 66,23 a  Aditividad 59,1 0,79 Aditividad
20 Mi 20 1,0 b 39,28 a  Antagonismo 35,8 0,03 Antagonismo
80 80 91,1 a 100 a  Aditividad 92,0 0,99 Aditividad
20 Mp 20 11,4 b 39,28 a  Antagonismo 11,4 0,42 Antagonismo
80 80 95,9 a 100 a  Aditividad 95,9 1,03 Aditividad
20 OMen 20 22,8 a 2243 a  Aditividad 21,2 1,07 Aditividad
20 80 94,2 a 100 a  Aditividad 89,1 1,06  Aditividad
40 20 56,0 a 62,86 a  Aditividad 58,0 0,97 Aditividad
40 80 88,1 a 100 a  Aditividad 94,2 0,94  Aditividad
60 40 60,5 a 100 a  Aditividad 86,0 0,70  Aditividad
60 60 91,2 a 100 a Aditividad 91,3 1,00  Aditividad
60 80 91,2 a 100 a  Aditividad 95,2 0,96  Aditividad
80 40 66,7 b 100 a  Aditividad 914 0,73 Aditividad
80 60 573 b 100 a  Aditividad 94,7 0,61 Aditividad
80 80 93,0 a 100 a  Aditividad 97,1 0,96  Aditividad
20 OCom 20 314 a 45,65 a  Aditividad 41,3 0,76  Aditividad
20 60 62,1 a 79,34 a  Aditividad 70,5 0,88 Aditividad
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Tabla 6.7. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra Penicillium minioluteum segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

F* AE™ PICO Método aditivo * Método Abbott *

% ¥ %" PICE* Efecto PICE* 1A*  Efecto

20 80 884 a 100 a  Aditividad 89,1 0,99  Aditividad
40 80 85,8 a 100 a  Aditividad 94,2 0,91  Aditividad
80 20 89,6 a 100 a  Aditividad 84,2 1,06  Aditividad
80 60 100,0 a 100 a Aditividad 92,0 1,09  Aditividad
80 80 100,0 a 100 a Aditividad 97,1 1,03  Aditividad
20 OCor 20 59,0 a 23,09 b  Sinergismo 21,8 2,71 Sinergismo
40 20 454 a 63,52 a Aditividad 58,3 0,78  Aditividad
40 60 84,7 a 100 a  Aditividad 84,5 1,00  Aditividad
60 40 74,7 a 100 a  Aditividad 82,5 0,91  Aditividad
60 60 96,9 a 100 a Aditividad 87,2 1,11  Aditividad
60 80 95,7 a 100 a Aditividad 88,7 1,08  Aditividad
80 40 954 a 100 a Aditividad 89,2 1,07  Aditividad

80 60 100,0 a 100 a  Aditividad 92,1 1,18 Aditividad
* AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus nobilis
L.). F: fungicida sintético (Fludioxonil).
¥ %: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial y el fungicida sintético.
“PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (P< 0.05).
* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas o aditivas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.
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DISCUSION

Los AEs son productos naturales en donde se encuentran mezclados numerosos
componentes con propiedades multiples (Bassolé y Juliani, 2012). Todos los AEs fueron
combinados en diferentes concentraciones entre si y evaluados para el control de 4. flavus y P.
minioluteum. Las combinaciones tuvieron efecto sinérgico, aditivo o antagénico, dependiendo
del AE y de su concentraciéon. Cuando se combinaron entre si los diferentes tipos de oregano,
al igual que las mentas, la interaccion resultd mayoritariamente del tipo aditivo, con algunos
casos de sinergismo. Por el contrario, interacciones sinérgicas fueron frecuentemente observadas
cuando se combinaron los AEs de diferentes especies. En general, se determind sinergismo
principalmente en combinaciones de oréganos con suico y laurel para el caso de A. flavus. En el
control de P minioluteum, también se obtuvo este tipo de efecto en combinaciones de orégano

con mentas en adicion a los descriptos anteriormente.

El mecanismo de accion relacionado a la actividad antifingica permiti6 diferenciar a los
AEs en grupos, como se describid previamente (Capitulo 5). La oxidacion de lipidos de la
membrana juega un rol importante en suico, laurel y mentas, pero no en oréganos. En este
aspecto, la mayor diferencia se observéd entre los AEs de oréganos y suico. Por lo tanto, la
marcada interaccion entre estos dos AEs puede ser explicada por su diferente mecanismo de
accion. La actividad biologica de un determinado componente puede estar modulado por otras
moleculas que pueden influir en la penetracion celular y su posterior distribucion dentro de la
misma (Bakkali et al., 2008). Ciertos monoterpenos han demostrado su capacidad para atravesar
la membrana plasmatica por difusion pasiva, romper puentes de hidrogenos, fuerzas
hidrofébicas y electrostaticas que contienen y acomodan las proteinas. Como resultado la
membrana celular cambia su conformacion, aumentando su fluidez y permeabilidad (Bakkali et
al.,2008; Lucini, 2004). Lucini (2004) estudi6 el efecto de monoterpenos sobre la membrana de
hongos filamentosos, concluyendo que su propiedad surfactante no es la tinica causa de su accion
letal. Considerando esto, otros autores (Pei et al., 2009) han hipotetizado que aquellos
componentes de AEs que actlian sobre la membrana celular facilitan la penetracion de otros

componentes cuyo blanco se encuentra en el interior celular.
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Interacciones sinérgicas para potenciar propiedades bioldgicas han sido investigadas en
combinaciones de AEs, como asi también en mezclas de AEs con otros componentes
individuales (Gofii et al., 2009; Fu et al., 2007; Kalemba y Kunicka, 2003). El efecto bactericida
de ciertos AEs se ha potenciado como resultado de su combinacion (Goiii et al., 2009). Ciertas
combinaciones entre los AEs de romero y clavo fueron reportados por tener actividad sinérgica
contra bacterias y levaduras (Fu et al., 2007). Nikkhah et al. (2017) demostraron el efecto

sinérgico entre AEs de canela, romero y tomillo contra hongos filamentosos.

Bassol¢ y Juliani (2012) se han enfocado en la interaccion entre monoterpenos fenolicos
(timol, carvacrol) y fenilpropanoides (eugenol). Otros autores (Mishra ef al., 2013) evaluaron la
interaccion entre varios componentes bioactivos presentes en los AEs estudiados (Capitulo 4),
en busca de potenciar su efecto antifingico. Combinaciones de timol + mentol, timol + eugenol
y timol + eugenol + mentol fueron eficientes para control de 4. flavus, demostrando una mayor
actividad antifiingica respecto de su aplicacion individual (Mishra et al., 2013). Esto podria
explicar el sinergismo observado cuando se realizaron combinaciones de AEs de orégano (timol)
con mentas (mentol) y laurel (eugenol). Similares resultados fueron obtenidos por Hossain et al.
(2016), quienes indicaron el efecto sinérgico entre AEs orégano y menta cultivados en Bélgica
para el control de 4. flavus 'y P. chysogenum. Por otro lado, la combinacion de eugenol + mentol
presentd una actividad antifungica similirar a la de sus dosis individuales (Mishra et al., 2013).

Este efecto aditivo fue determinado en las combinaciones entre mentas y laurel.

La eficacia de los compuestos naturales es menor que la de los fungicidas sintéticos, por
lo que requieren de mayores dosis y aplicaciones mas frecuentes (Montes-Belmont, 2009; Pyun
y Shin, 2006; Isman, 2000). Estudiar la combinacion de compuestos naturales con fungicidas u
otros productos de origen sintético permite reconocer interacciones aditivas 0 sinérgicas que
posibilitan la reduccion de las dosis de los pesticidas sin disminuir su capacidad inhibitoria
(Camiletti et al., 2016; Gadban, 2011; Thompson y Kreutrweiser, 2007; Pyun y Shin, 2006)
Estas interacciones pueden ser utilizadas para disminuir la dosis de producto sintético aplicada
a los cultivos, dentro de estrategias para reducir su impacto ambiental negativo (Thompson y
Kreutrweiser, 2007). En este capitulo, se estudiaron las interacciones entre los AEs y el fungicida

sintético cuyo ingrediente activo fue fludioxonil. Este compuesto quimico posee como modo de
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accion la inhibicion de la fosforilacién de la glucosa, lo que resulta en una inhibicion del
crecimiento miceliar (PPDB, 2017). Mecanismos de accion especificos como este favorecen el
desarrollo de resistencia, lo que también genera una necesidad de buscar opciones que

suplementen su bioactividad (Sosa-Gomez et al., 2003; Gullino et al., 2000; Isman, 2000).

No se detectaron interacciones sinérgicas significativas entre los AEs y el fungicida
sintético, siendo en su mayoria del tipo aditivo. Sin embargo, esto permiti6 mantener la
capacidad antifingica disminuyendo la dosis necesaria del pesticida. Todos los AEs presentaron
combinaciones determinadas como aditividad. Algunos casos de antagonismo se manifestaron
con la dosis mas baja de fungicida sintético, como también indicé Gadban (2011). Existen
estudios sobre combinaciones efectivas de AEs y fungicidas quimicos para el control de
patogenos fungicos. Combinaciones aditivas de AE de Tagete filifolia con fungicidas de los
grupos triazoles, benzimidazoles y estrobilurinas han permitido disminuir la cantidad necesaria
de producto quimico a utilizar contra Colletotrichum spp (Gadban, 2011). Aplicaciones a campo
de mezcla de AE de laurel y el fungicida Iprodione con efecto aditivo han sido efectivas para el
control de Sclerotium spp. en cultivos de ajo, logrando una reduccion en la cantidad de pesticida
aplicado (Camiletti ef al., 2016). Lucini (2004) indic6 que ciertos monoterpenos incrementan la
actividad fungicida del Iprodione (fungicida sintético) sobre Sclerotium sp. y Sclerotinia sp.
debido a los cambios inducidos por estos compuestos naturales en la membrana plasmatica.
Cuando se trata de la combinacion de un fungicida sintético y un aceite esencial, la ventaja radica
en el menor impacto sobre la salud y el ambiente asociado al uso de un producto natural (Gadban,

2011).

La interaccion entre dos compuestos dependio de las dosis empleada de cada uno, de sus
mecanismos de accion, de la metodologia empleada y de la sensibilidad de los organismos
expuestos. Este aspecto fue sefialado previamente por Gadban (2011), quién indic6 que una
misma mezcla de AE y fungicida sintético puede tener respuestas sinérgicas, aditivas y

antagdnicas sobre diferentes micoorganismos y de acuerdo a la metodologia utilizada.
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CONCLUSIONES

Los aceites esenciales con diferentes mecanismos de accion se potencian cuando son

combinados entre si y pueden ser utilizados en forma conjunta.

Los aceites esenciales de orégano combinados con menta, suico o laurel presentan
interacciones sinérgicas que potencian el efecto antifingico de la mezcla natural contra

A. flavus y P. minioluteum.

Los aceites esenciales estudiados pueden ser combinados con el fungicida sintético para

disminuir la dosis requerida del mismo sin afectar la capacidad antifungica.

El tipo de interaccion entre compuestos naturales depende de su concentracion, modo de

accion, microorganismo a controlar y metodologia empleada.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo de tesis se estudi6 la contaminacion de espigas de maiz con hongos
productores de micotoxinas. Esto permiti6 evaluar posibles herramientas para su control con el
objetivo final de disminuir el contenido de micotoxinas en los granos de maiz. Los resultados
obtenidos sientan las bases para el desarrollo de nuevas estrategias destinadas a mejorar la
calidad de los granos de maiz cultivados en la region centro-norte de Argentina ( regiones I y

V).

El grano de maiz representa un insumo clave para la elaboracion de alimentos cuyo
destino es el consumo humano. La presencia de micotoxinas es fuertemente regulada debido a
su alta toxicidad para la salud humana y a su estabilidad frente a las altas temperaturas.
Recientemente, la industria himeda maicera ha rechazado cerca el 30% de las entradas de granos
provenientes de los lotes con estrés por posible contaminacion con aflatoxinas. Si los granos que
no superan los controles son utilizados para la alimentacion del ganado, las micotoxinas pueden

ser incorporadas a sus derivados.

En primer lugar, se realiz6 una caracterizacion de la poblacion fingica presente como
infeccidn interna en las espigas con especial énfasis en Aspergillus seccion Flavi debido a la
toxicidad de las aflatoxinas producidas por 4. flavus y A. parasiticus. De este estudio se pueden

resumir las siguientes conclusiones:

La contaminacion de los granos de maiz con hongos causantes de la podredumbre de la
espiga comienza durante el desarrollo del cultivo.

Todos los lotes ubicados en las regiones agricolas I y IV presentan espigas infectadas
internamente con patdgenos fungicos. Con un total de 13 géneros fungicos identificados,
los tres géneros prevalentes son Fusarium, Penicillium y Aspergillus. A. flavus

frecuentemente coinfecta el cultivo de maiz junto con especies del género Penicillium.
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La alta severidad de los géneros prevalentes (hasta 100%) en granos de maiz cultivados
en la campafa con escasa precipitaciones indica la presencia natural de inoculo fingico
y resalta la importancia de proteccion del grano durante el almacenamiento.

La mayoria de los aislados de 4. flavus presentes en espigas de maiz cultivadas en las
region centro-norte de Argentina producen micotoxinas. El perfil toxigénico se
caracteriza por la presencia simultanea de 4cido ciclopiazonico y aflatoxina B;.

La produccion de micotoxinas por parte de los aislados de 4. flavuses influenciada por
el sustrato empleado. El grano de maiz representa un mejor medio para identificar
aislados toxigénicos y cuantificar la cantidad potencial de micotoxina que pueden

producir.

La presencia de 4. flavus en espigas de maiz determina que las estrategias de control
deben ser enfocadas a evitar la colonizacion de los granos por parte de los aislados
productores de micotoxinas (aflatoxinas y acido ciclopiazénico) durante el desarrollo del
cultivo. Como primera estrategia de control se identificaron aislados atoxigénicos y fueron

caracterizados como potenciales agentes de biocontrol, concluyendo que:

Los aislados atoxigénicos son parte de la poblacion nativa de A. flavus presente en
espigas de maiz. Sin embargo, se registran con baja frecuencia ya que la mayoria de los
aislados tienen la capacidad de producir acido ciclopiazonico.

Existe baja diversidad genética entre los aislados de A4. flavus no productores de
aflatoxina presentes en espigas de maiz. Esto podria evidenciar una especializacion por
el nicho ecoldgico como han sugeridos otros autores.

Dos aislados atoxigénicos nativos (AS03145 y AS04322) poseen habilidad competitiva
y podrian ser utilizados como agentes de biocontrol para reducir la contaminacién con
micotoxinas en granos de maiz. Estos aislados demostraron poseer habilidad competitiva
superior a la del agente bioldgico utilizado en Estados Unidos en condiciones de
laboratorio.

Los potenciales agentes de biocontrol pertenecen a un grupo de compatibilidad
vegetativa ampliamente distribuido, lo que permitiria aplicar el producto a gran escala

en ambas regiones estudiadas.

168



Los aceites esenciales constituyen una fuente natural de productos con capacidad
antifingica y son adecuados para el consumo humano. Estas sustancias pueden ser utilizadas
dentro de estrategias de control para patdgenos fingicos tanto en precosecha como en el
almacenamiento de los granos. Aceites esenciales extraidos de plantas aromaticas cultivadas en
Cordoba fueron caracterizados y evaluados como antifungicos contra A. flavus y Penicillium

spp. Las conclusiones derivadas de este estudio fueron:

Los aceites esenciales de orégano presentan un buen rendimiento en volumen colectado
y poseen la mayor actividad antifingica entre las especies evaluadas. La variedad influye
en la composicion quimica del aceite esencial y en su rendimiento, pero no se encuentra
asociada a una variacion en la capacidad antifungica.

La oxidacion de lipidos constituye uno de los mecanismos de accidon de algunos aceites
esenciales, actuando marcadamente en el aceite esencial de suico.

Algunas combinaciones de aceites esenciales con diferente mecanismo de accion
resultan en interacciones sinérgicas que potencian la actividad antifingica de los
mismos. Estos antifungicos naturales podrian utilizarse en poscosecha de maiz para
controlar la contaminacion de los patogenos estudiados y, por consiguiente, evitar el
incremento en el contenido de micotoxinas.

Los aceites esenciales estudiados en este trabajo presentan concentraciones fungicidas
minimas superiores a la de los fungicidas sintéticos. Ambos compuestos pueden ser
combinados para su aplicacion en condiciones de campo, aumentando su eficiencia y

reduciendo la dosis necesaria a aplicar del pesticida.

Los resultados obtenidos sientan las bases para el desarrollo de estrategias de control de
patégenos fungicos y reduccion del contenido de micotoxinas producidas por 4. flavus y
Penicillium spp. en granos y espigas de maiz. A partir de los resultados obtenidos, surgen las

futuras lineas de investigacion:
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La mayoria de los aislados de 4. flavus no produjeron estructuras de resistencia. Conocer
la forma de supervivencia de los aislados después de la cosecha del cultivo puede brindar
informacion adicional a tener en cuenta para el control del patogeno.

Los aislados seleccionados como potenciales agentes de biocontrol poseen el cluster de
genes para la biosintesis de aflatoxina completo. Determinar la modificacion molecular
responsable de atoxicidiad brindard estabilidad a las cepas y permitird desarrollar
herramientas para su rastreo en aplicaciones a campo. Modificaciones de nucleotidos en
los genes podrian explicar esta situacion. Estos mismos aspectos deben ser estudiados
para el cluster responsable de la sintesis de acido ciclopiazonico.

Se detectd una gran proporcion de aislados de A4. flavus capaz de sintetizar acido
ciclopiazonico en granos de maiz. Debido a esto, resulta necesario estudiar los niveles
de esta micotoxina presente en granos comerciales destinados a consumo humano y
animal. Futuros trabajos deberan enfocarse en determinar si esta micotoxina debe ser
incluida en los controles reglamentarios para el comercio de granos de maiz.

Es necesario estudiar la diversidad genética entre aislados no aflatoxigénicos de A. flavus
presentes naturalmente en el suelo. Los resultados deberan ser comparados con aquellos
determinados en este estudio a fin de confirmar si algunos aislados se han especializado
en infectar espigas. Mds importante ain es determinar si esto influye en la habilidad
competitiva de los aislados atoxigénicos.

Los aislados atoxigénicos determinados en este estudio como potenciales agentes de
biocontrol deben ser evaluados en condiciones a campo en aplicaciones individuales o
combinadas, comparando los resultados con los obtenidos para agentes de biocontrol
comerciales.

La aplicacion a campo de los aceites esenciales se presenta como un desafio debido a su
rapida volatilizaciéon. Combinaciones de estos compuestos con fungicidas sintéticos se
presentan como una alternativa para aplicaciones en el cultivo, pero sus concentraciones
deben ser ajustadas a las condiciones naturales.

La aplicacion de aceites esenciales en condiciones atmosféricas controladas puede ser
una alternativa para el control de patogenos en almacenamiento. Sin embargo, es

necesario realizar estudios complementarios para ajustar la concentracion adecuada.
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ANEXO 1

Origen geografico, caracterizacion de esclerocios, grupo de
compatibilidad vegetativa y perfil toxigénico de los aislados nativos
de Aspergillus flavus.
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Tabla 1. Origen geografico, caracterizacion de esclerocios, grupo de compatibilidad vegetativa
y perfil toxigénico de los aislados nativos de Aspergillus flavus presentes en espigas de maiz en
las regiones I y IV durante las campafias 2012/2013, 2013/2014 y 2014/2015.

Region ¥ Aislado  VCG"™  Esclerocios ™ AFB, (uggh)? CPA (uggh)”
n°cm’  Diametro (um) tipo  maiz YES* maiz YES*
I AS11623 NI 15,71¢c 822,06 L 1,003b 1,403 ¢ 6.098b 0.470b
I AS04722 NI 120 b 477,68 L 8,614b 0,251 ¢ 8.138a 0954a
I AS04822 NI 37,5¢ 492,49 L 16,841 b ND 10.147a 3.958 a
I AS05122 NI 154,5a 303,64 S 11,982b ND 14.305a 0.372b
I AS05322 NI 21,22 ¢ 688,75 L 3,390b ND 5799b 4.214a
I AS04922 NI - - NP 0,538b ND 2909b ND
I AS10302 AMI1 - - NP ND ND 0.968b ND
I AS10402 AM1 - - NP ND ND 1.805b ND
I AS11821 AMI - - NP ND ND 0.752b ND
I AS04222 AM1 - - NP ND ND 4981a ND
I AS04522 AM1 - - NP ND ND 0.896b ND
I AS05022 AMI1 - - NP ND ND 1.514b 0.6562a
I AS05222 AMI1 - - NP ND ND 2.653b 0.0189b
I AS00019 AM3 - - NP ND ND 0.804b ND
I AS11622 AMS - - NP ND ND 1.972b 0.0213 b
I AS04122 AMS - - NP ND ND 2.161b ND
I AS04422 AMS - - NP ND ND 0.548b ND
I AS04622 AMS - - NP ND ND 0.503b ND
I AS04755 AMS - - NP ND ND 2.877b ND
I AS00018 AMS - - NP ND ND ND 0.136 b
I AS01153 NA - - NP ND ND 0.729b 0414 a
I AS01756 NA - - NP ND ND ND 0.033b
I AS04848 NA - - NP ND ND 0.961b 0.033b
I AS05254 NA - - NP ND ND ND ND
I AS05544 NA - - NP ND ND ND ND
I AS02257 NA - - NP ND ND ND ND
I AS03145 AM1 - - NP ND ND ND ND
I AS03802 AMI1 - - NP ND ND ND ND
I AS04322 AMI1 - - NP ND ND ND ND
I AS04001 AMS - - NP ND ND ND ND
I AS10202 AMS - - NP ND ND ND ND
v AS10013 NI 10,67 c 935,07 L 19,717b 3,611b 8.724a 0.470b
v AS10516 NI 18,08 c 614,69 L 9916b 4,408 ND 0.488 b
v AS10919 NI 105,33b 770,22 L 2,408b NDc 1.618 0.266 b
v AS09611 NI 2,5¢ 1046,09 L 2,782b 0,780 ¢ ND 0.261b
v AS09813 NI 35,25¢ 570,26 L 3985b 0,169¢ 4.075b 0.265b
v AS02808 NI 425¢c 585,07 L 2,409b 0,889¢ ND 0.138b
v AS07604 NI 194,6a 203,66 S 26,552a 1,689b 14.265a 0.696 a
v AS07804 NI 23,17¢c 625,80 L 27,119a 10,834b  0.043b 0.295b
v AS08004 NI 18,6 c 470,28 L 34,786 a 2,024b 5342b 0.405b
v AS08811 NI 19,88 c 625,80 L 11,104b 1,157 ¢ 21.674a 0.207b
v AS09011 NI 18,5¢ 581,37 L 5337b  1,501b ND 0.198 b
v AS08105 NI - - NP 1,808 b ND 1.676b 0.035b
v AS08508 NI - - NP 25906a 1,249c¢ ND 0.194 b
v AS08608 NI - - NP 21,941a 14,260a ND 0.229b
v AS08711 NI - - NP 25,025a 2,903 b ND 0.786 b
v AS09311 NI - - NP 15,480b 22,030a ND 0.291b
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Tabla 1. Origen geografico, caracterizacion de esclerocios, grupo de compatibilidad vegetativa
y perfil toxigénico de los aislados nativos de Aspergillus flavus presentes en espigas de maiz en
las regiones I y IV durante las campafias 2012/2013, 2013/2014 y 2014/2015. Continuacion.

IV AS09411 NI ] ] NP  1,081b ND 8329a 0,278b
IV AS09511 NI ; ; NP  13,570b 0,645¢  ND 0,151 b
IV AS11215 NI ; ; NP  10,963b 1,143¢  ND 0,444 b
IV AS11415 NI ; ; NP  14,190b 2,845b  2,355b 1,166b
IV ASI1515 NI ; ; NP 8829b 1,650c  2,185b 0,510b
IV ASI2114 AMI - ; NP ND ND ND 0,286 a
IV ASI2214 AMI - ; NP ND ND 7,528a ND
IV ASI2306 AMI - ; NP ND ND 2,616b ND
IV ASI2410 AMI - ; NP ND ND 1,742b ND
IV ASI2506 AMI1 - ; NP ND ND ND 0,034 b
IV ASI2606 AMI - ; NP ND ND ND 0,032 b
IV ASI2707 AMI1 - ; NP ND ND 2,767b 0,033 b
IV ASI2909 AMI - ; NP ND ND 2,936b  ND
IV AS13009 AMI - ; NP ND ND ND 0,096 b
IV AS03917 AMI - ; NP ND ND 2,156b  ND
IV AS05639 AMI - ; NP ND ND 2230b 0,172 b
IV AS06659 AMI - ; NP ND ND 0953b ND
IV AS07517 AMI1 - ; NP ND ND 1,035b 0,144 b
IV AS07617 AMI1 - ; NP ND ND 1,506b ND
IV AS07704 AMI1 - ; NP ND ND 2216  ND
IV AS10616 AMI - ; NP ND ND 40602 0437a
IV ASI2807 AM2 - ; NP ND ND 1,343b 0,050 b
IV ASI1108 AM4 - ; NP ND ND ND 0,981 a
IV AS10816 AMS - ; NP ND ND 1,542 ND
IV AS03326 AMS - ; NP ND ND 1,376b ND
IV AS03426 AMS - ; NP ND ND 1262b ND
IV AS06441 AMS - ; NP ND ND 0,671b 0,050 b
IV AS07417 AMS - ; NP ND ND 1,724b ND
IV AS07424 AMS - ; NP ND ND 2,688b ND
IV AS09913 AMS - ; NP ND ND 1,679b 0,380 a
IV AS00001 AM6 - ; NP ND ND 1,230b  ND
IV AS06240 NA ; ; NP ND ND ND ND
IV AS07024 NA ; ; NP ND ND ND ND
IV AS04050 AMI - ; NP ND ND ND ND
IV AS05739 AMI - ; NP ND ND ND ND
IV ASI2012 AMS - : NP ND ND ND ND

"Iy IV: regiones maiceras Argentina.

WVCG: grupo de compatibilidad vegetativa. NA: no asignado debido a autoincompatibilidad. NI: no investigado. AM1, AM2,
AM3, AM4, AMS5 y AM6 representan los VCGs establecidos.

* (-) = no se observaron esclerocios. Los aislados S y L producen esclerocios con didmetro promedio <400 y>400 pum,
respectivamente. NP indica que los aislados no produjeron esclerocios en condiciones de laboratorio.

¥ Valores medios (n=6) de AFB(aflatoxina By, en una misma columna (maiz o medio) no compartiendo la misma letra, indica
diferencias significativas entre los aislados (ANOVA, DCG test, o 0.05), en base a los datos transformados. ND= no detectado.
* Valores medios (n=6) de CPA (acido ciclopiazonico) en una misma columna (maiz o medio de cultivo) no compartiendo la
misma letra, indica diferencias significativas entre los aislados (ANOVA, DCG test, o 0.05), en base a los datos transformados.
ND= no detectado.

*YES = medio de cultivo extracto de levadura y sacarosa.
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ANEXO 2

Interaccion de aceites esenciales entre si'y con fungicida sintético
para el control de Aspergillus flavus y Penicillium minioluteum.
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INTERACCION ENTRE ACEITES ESENCIALES CONTRA Aspergillus flavus

Tabla 1. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de orégano contra
Aspergillus flavus segun método aditivo y de Abbott.

A B PICO® Método aditivo * Método Abbott *

AE® %" AE®  %° PICE® Efecto PICE® IA° Efecto

OMen 80 OCom 80 943 a 100,0 a aditividad 76,83 1.23  aditividad
80 60 96,9 a 76,74 b sinergismo 68,15 1.42  aditividad
80 40 86,8 a 73,26 a aditividad 66,86 1.30  aditividad
80 20 99,0 a 66,23 b sinergismo 64,27 1.54 sinergismo
60 80 98,8 a 74,17 b sinergismo 60,42 1.64 sinergismo
60 60 922 a 50,62 b  sinergismo 45,58 2.02  sinergismo
60 40 73,3 a 47,14 b sinergismo 43,39 1.69  sinergismo
60 20 42,5 a 40,11 a aditividad 38,96 1.09 aditividad
40 80 48,7 a 54,30 a aditividad 47,93 1.02  aditividad
40 60 30,7 a 30,75 a aditividad 28,42 1.08 aditividad
40 40 30,7 a 2727 a aditividad 25,53 1.20  aditividad
40 20 33,2 a 2024 a aditividad 19,71 1.69  sinergismo
20 80 48,1 a 44,57 a aditividad 41,82 1.15 aditividad
20 60 455 a 21,02 b sinergismo 20,01 2.27  sinergismo
20 40 10,7 a 17,54 a antagonismo 16,79 0.64 aditividad
20 20 50,2 a 10,51 b  sinergismo 10,28 4.89 sinergismo

OMen 80 OCor 80 89,2 a 100.0 a aditividad 85.06 1.05 aditividad
80 60 96,5 a 7624 b sinergismo 81.07 1.19  aditividad
80 40 91.1 a 7134 b sinergismo 73.31 1.24  aditividad
80 20 652 a 6784 a aditividad 69.03 0.95 aditividad
60 80 84.6 a 7289 a aditividad 72.21 1.17  aditividad
60 60 946 a 47.12 b  sinergismo 64.79 1.46 aditividad
60 40 100 a 42.22 b sinergismo 50.36 1.99 sinergismo
60 20 795 a 3872 b sinergismo 42.40 1.88  sinergismo
40 80 90.5 a 53.02 b sinergismo 63.44 1.43  aditividad
40 60 73.0 a 27.25 b sinergismo 53.68 1.36 aditividad
40 40 16.1 a 2235 a aditividad 34.70 0.47 antagonismo
40 20 12.8 a 18.85 a aditividad 24.22 0.53 antagonismo
20 80 959 a 4329 b sinergismo 59.15 1.62  sinergismo
20 60 61.6 a 17.52 b  sinergismo 48.24 1.28 aditividad
20 40 524 a 12.62 b  sinergismo 27.03 1.94  sinergismo
20 20 411 a 9.12 b sinergismo 15.33 2.69  sinergismo

OCor 80 OCom 80 943 a 100.0 a aditividad 76.8 1.23  aditividad
80 60 969 a 76.7 b  sinergismo 68.1 1.42  aditividad
80 40 868 a 733 a aditividad 66.9 1.30  aditividad
80 20 99.8 a 66.2 b sinergismo 64.3 1.54 sinergismo
60 80 988 a 742 b sinergismo 60.4 1.64 sinergismo
60 60 922 a 50.6 b sinergismo 45.6 2.02  sinergismo
60 40 733 a 471 b  sinergismo 43.4 1.69  sinergismo
60 20 425 a 40.1 a aditividad 39.0 1.09 aditividad
40 80 48.7 a 543 a aditividad 47.9 1.02  aditividad
40 60 30.7 a 308 a  aditividad 28.4 1.08 aditividad
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Tabla 1. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de orégano contra
Aspergillus flavus segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

40 40 307 a 273 a aditividad 255 1.20  aditividad
40 20 332 a 202 a aditividad 19.7 1.69  sinergismo
20 80 48.1 a 44.6 a aditividad 41.8 1.15 aditividad
20 60 455 a 21.0 b  sinergismo 20.0 2.27  sinergismo
20 40 107 a 175 a aditividad 16.8 0.64 aditividad
20 20 502 a 105 b sinergismo 10.3 4.89  sinergismo

AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare) y OMen (Origanum
X majoricum).

® 9 porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Tabla 2. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de menta contra
Aspergillus flavus segun método aditivo y de Abbott.

A B PICO © M¢étodo aditivo * Método Abbott *

AE*® %' AET % €O PICE® Efecto PICE® 1A Efecto

Mi 80 Mp 80 96.7 a 100.0 a aditividad 94.19 1.03 aditividad
80 60 100.0 a 100.0 a aditividad 88.17 1.13  aditividad
80 40 1000 a 100.0 a aditividad 82.85 1.21 aditividad
80 20 90.0 a 84.8 a aditividad 80.23 1.12  aditividad
60 80 883 a 100.0 a aditividad 86.89 1.02 aditividad
60 60 542 b 100.0 a antagonismo 73.31 0.74  aditividad
60 40 582 b 755 a antagonismo 61.30 0.95 aditividad
60 20 605 a 595 a aditividad 55.38 1.09 aditividad
40 80 84.7 a 972 a aditividad 86.89 0.97 aditividad
40 60 70.6 a 73.1 a aditividad 73.31 0.96 aditividad
40 40 0.0 b 33.0 a antagonismo 61.30 0.00 antagonismo
40 20 0.0 b 17.0 a antagonismo 55.38 0.00 antagonismo
20 80 100.0 a 86.2 a aditividad 71.50 1.40 aditividad
20 60 894 a 622 b sinergismo 41.99 2.13  sinergismo
20 40 4.7 b 22.0 a antagonismo 15.87 0.29 antagonismo
20 20 1.5 b 6.0 a antagonismo 2.99 0.49 antagonismo

*AE: aceite esencial; Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita).

® 9: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.
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Tabla 3. Actividad sinérgica, aditiva o antagoénica entre aceites esenciales de orégano, mentas,
suico y laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott.

A

Método aditivo

Método Abbott

AE® %~ AE" % PICO PICE ¢ Efecto PICE® 1A° Efecto
OMen 80 Su 80 733 b 1000 a antagonismo 91.5 0.80 aditividad
80 60 999 a 100.0 a aditividad 79.8 1.25 aditividad
80 40 945 a 68.6 b sinergismo 65.1 1.45 aditividad
80 20 1000 a 64.1 b sinergismo  63.5 1.57 sinergismo
60 80 69.1 b 1000 a antagonismo 85.5 0.81 aditividad
60 60 684 a 824 a aditividad 65.5 1.04 aditividad
60 40 851 a 425 b sinergismo 40.4 2.10 sinergismo
60 20 1000 a 380 b sinergismo 37.6 2.66 sinergismo
40 80 793 a 942 a aditividad 81.0 0.98 aditividad
40 60 82.6 a 625 b sinergismo 54.7 1.51 sinergismo
40 40 713 a 226 b sinergismo  21.6 3.29 sinergismo
40 20 20.8 a 18.1 a aditividad 17.9 1.16 aditividad
20 80 769 a 845 a aditividad 78.8 0.98 aditividad
20 60 740 a 528 b antagonismo 49.4 1.50 aditividad
20 40 71.0 a 129 b antagonismo 12.4 5.69 sinergismo
20 20 713 a 84 b antagonismo 8.3 8.55 sinergismo
OMen 80 La 80 100.0 a 1147 a aditividad 82.1 1.25 aditividad
80 60 859 a 1059 a aditividad 78.9 1.09 aditividad
80 40 863 a 869 a aditividad 71.9 1.20 aditividad
80 20 793 a 646 a aditividad 63.7 1.25 aditividad
60 80 94.0 a 88.6 a aditividad 69.5 1.35 aditividad
60 60 748 a 798 a aditividad 64.0 1.17 aditividad
60 40 847 a 608 b sinergismo 52.0 1.63 sinergismo
60 20 937 a 384 b sinergismo 37.9 2.47 sinergismo
40 80 913 a 68.7 b sinergismo 59.9 1.52 sinergismo
40 60 1000 a 599 b sinergismo 52.6 2.23 sinergismo
40 40 757 a 409 b sinergismo 36.8 2.06 sinergismo
40 20 134 a 186 a aditividad 18.3 0.73 aditividad
20 80 100.0 a 59.0 b sinergismo 55.2 1.81 sinergismo
20 60 1000 a 50.2 b sinergismo 47.0 2.13 sinergismo
20 40 741 a 312 b sinergismo 294 2.52  sinergismo
20 20 0.0 b 8.8 a antagonismo 8.7 0.00 antagonismo
OCom 80 Su 80 789 b 100.0 a antagonismo 85.6 0.92 aditividad
80 60 975 a 825 b sinergismo 64.5 1.51 sinergismo
80 40 98.00 b 42.7 a sinergismo 40.6 2.41 sinergismo
80 20 99.1 a 382 a sinergismo 37.8 2.62 sinergismo
60 80 73.5 b 90.7 a antagonismo 80.2 0.92 aditividad
60 60 756 a 59.0 a aditividad 52.8 1.43 aditividad
60 40 78.0 a 19.1 b sinergismo 18.4 4.25 sinergismo
60 20 751 a 146 b sinergismo 14.5 5.19 sinergismo
40 80 803 a 872 a sinergismo 79.4 1.01 aditividad
40 60 91.6 a 555 b sinergismo 50.9 1.80 sinergismo
40 40 645 a 156 b sinergismo 15.1 4.28 sinergismo
40 20 492 a 11.1 b sinergismo 11.0 4.46 sinergismo
20 80 80.6 b 80.2 a aditividad 77.8 1.04 aditividad
20 60 81.5 a 485 b sinergismo  47.1 1.73  sinergismo
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Tabla 3. Actividad sinérgica, aditiva o antagoénica entre aceites esenciales de orégano, mentas,

suico y laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

20 40 584 a 8.6 b sinergismo 8.4 6.93  sinergismo
20 20 383 a 4.1 b sinergismo 4.1 9.41 sinergismo
OCom 80 La 80 864 a 887 a aditividad 69.6 1.24 aditividad
80 60 1000 a 799 b sinergismo 64.0 1.56 sinergismo
80 40 1000 a 609 b sinergismo 52.1 1.92 sinergismo
80 20 898 a 38.6 b sinergismo 38.1 2.36  sinergismo
60 80 995 a 652 b sinergismo 58.2 1.71 sinergismo
60 60 925 a 564 b sinergismo 50.6 1.83  sinergismo
60 40 697 a 374 b sinergismo 34.1 2.04 sinergismo
60 20 483 a 150 b sinergismo 14.8 3.25 sinergismo
40 80 954 a 617 b sinergismo 56.5 1.69 sinergismo
40 60 778 a 529 b sinergismo 48.6 1.60 sinergismo
40 40 789 a 339 b sinergismo 31.5 2.51 sinergismo
40 20 202 a 11.6 a aditividad 11.4 1.77  sinergismo
20 80 900 a 547 b sinergismo 53.1 1.70 sinergismo
20 60 67.0 a 459 b sinergismo 44.6 1.50 aditividad
20 40 541 a 269 b sinergismo 26.1 2.07 sinergismo
20 20 391 a 45 b sinergismo 4.5 8.71 sinergismo
OCor 80 Su 80 798 b 100.0 a antagonismo 89.9 0.89 aditividad
80 60 951 a 100.0 a aditividad 75.9 1.25 aditividad
80 40 999 a 614 b sinergismo 58.3 1.71 sinergismo
80 20 1006 a 569 b sinergismo 56.3 1.79  sinergismo
60 80 715 a 10.0 b sinergismo 87.2 0.82 aditividad
60 60 73.0 a 895 a aditividad 69.5 1.05 aditividad
60 40 80.1 a 49.6 b sinergismo 47.2 1.70  sinergismo
60 20 864 a 45.1 b sinergismo 44.7 1.93  sinergismo
40 80 802 a 983 a aditividad 82.0 0.98 aditividad
40 60 884 a 66.6 b sinergismo 57.0 1.55 sinergismo
40 40 576 a 26.7 b sinergismo 25.5 2.26  sinergismo
40 20 482 a 222 b sinergismo 22.0 2.20 sinergismo
20 80 78.1 a 857 a aditividad 79.1 0.99 aditividad
20 60 81.0 a 539 b sinergismo 50.1 1.62  sinergismo
20 40 655 a 14.0 b sinergismo 13.6 4.83 sinergismo
20 20 551 a 96 b sinergismo 9.5 5.82  sinergismo
OCor 80 La 80 864 a 887 a 69.6 1.24 aditividad
80 60 1000 a 799 b sinergismo 64.0 1.56 sinergismo
80 40 1000 a 609 b sinergismo 52.1 1.92  sinergismo
80 20 898 a 38.6 b sinergismo 38.1 2.36  sinergismo
60 80 995 a 652 b sinergismo 58.2 1.71 sinergismo
60 60 925 a 564 b sinergismo 50.6 1.83  sinergismo
60 40 697 a 374 b sinergismo 34.1 2.04 sinergismo
60 20 483 a 150 b sinergismo 14.8 3.25 sinergismo
40 80 954 a 617 b sinergismo 56.5 1.69 sinergismo
40 60 778 a 529 b sinergismo 48.6 1.60 sinergismo
40 40 789 a 339 b sinergismo 31.5 2.51 sinergismo
40 20 202 a 11.6 a aditividad 11.4 1.77  sinergismo
20 80 900 a 547 b sinergismo 53.1 1.70 sinergismo
20 60 67.0 a 459 b sinergismo 44.6 1.50 aditividad
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Tabla 3. Actividad sinérgica, aditiva o antagoénica entre aceites esenciales de orégano, mentas,

suico y laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

20 40 541 a 269 b sinergismo 26.1 2.07 sinergismo
20 20 391 a 45 b sinergismo 4.5 8.71 sinergismo
Mi 80 OCom 80 777 b 1000 a antagonismo 87.3 0.89 aditividad
80 60 803 a 934 a aditividad 82.6 0.97 aditividad
80 40 859 a 900 a aditividad 81.9 1.05 aditividad
80 20 853 a 829 a aditividad 80.4 1.06 aditividad
60 80 80.7 a 91.6 a aditividad 71.4 1.13  aditividad
60 60 788 a 68.1 a aditividad 60.7 1.30 aditividad
60 40 864 a 64.6 b sinergismo 59.1 1.46 aditividad
60 20 83.1 a 576 b sinergismo 55.9 1.49 aditividad
40 80 87.5 a 49.1 b sinergismo 44.7 1.96 sinergismo
40 60 68.7 a 256 b sinergismo 23.9 2.87 sinergismo
40 40 798 a 22.1 b sinergismo 20.9 3.82  sinergismo
40 20 498 a 15.1 b sinergismo 14.7 3.39 sinergismo
20 80 189 a 382 a  sinergismo 37.8 0.50 aditividad
20 60 70.8 a 14.6 b sinergismo 14.5 4.89 sinergismo
20 40 706 a 11.1 b sinergismo 11.0 6.40 sinergismo
20 20 9.8 a 4.1 a aditividad 4.1 2.40 sinergismo
Mi 80 OMen &80 73.1 b 100.0 a antagonismo 92.6 0.79 aditividad
80 60 843 b 1000 a antagonismo 87.3 0.97 aditividad
80 40 70.1 b 97.0 a antagonismo  83.3 0.84 aditividad
80 20 725 b 872 a antagonismo  81.3 0.89 aditividad
60 80 649 b 100.0 a antagonismo  83.2 0.78 aditividad
60 60 679 b 915 a antagonismo  71.3 0.95 aditividad
60 40 816 a 71.6 a aditividad 62.3 1.31 aditividad
60 20 89.8 a 619 b sinergismo 57.8 1.55 sinergismo
40 80 695 a 751 a aditividad 67.5 1.03 aditividad
40 60 929 a 490 b sinergismo 44.5 2.09 sinergismo
40 40 554 a 29.1 b sinergismo 27.0 2.05 sinergismo
40 20 751 a 194 b sinergismo 18.5 4.07 sinergismo
20 80 710 a 64.1 a aditividad 63.5 1.12  aditividad
20 60 748 a 38.0 b sinergismo 37.6 1.99 sinergismo
20 40 752 a 18.1 b sinergismo 18.0 4.19 sinergismo
20 20 528 a 84 b sinergismo 8.3 6.33 sinergismo
Mi 80 OCor 80 677 b 100.0 a antagonismo 91.1 0.74 aditividad
80 60 789 b 100.0 a antagonismo  88.7 0.89 aditividad
80 40 646 b 100.0 a antagonismo  84.1 0.77 aditividad
80 20 67.1 a 884 a aditividad 81.5 0.82 aditividad
60 80 595 b 100.0 a sinergismo 79.9 0.74 aditividad
60 60 625 Db 986 a antagonismo  74.5 0.84 aditividad
60 40 762 b 757 a antagonismo  64.1 1.19 aditividad
60 20 844 a 63.0 b sinergismo 58.4 1.45 aditividad
40 80 64.1 a 678 a aditividad 61.2 1.05 aditividad
40 60 87,5 a 56.1 b sinergismo 50.8 1.72  sinergismo
40 40 499 a 33.1 b sinergismo 30.6 1.63  sinergismo
40 20 69.7 a 205 b sinergismo 19.5 3.58 sinergismo
20 80 656 a 569 a aditividad 56.3 1.16 aditividad
20 60 694 a 45.1 b sinergismo 44.7 1.55 sinergismo
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Tabla 3. Actividad sinérgica, aditiva o antagoénica entre aceites esenciales de orégano, mentas,
suico y laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

20 40 698 a 222 b sinergismo 22.0 3.18 sinergismo
20 20 474 a 9.6 b sinergismo 9.46 5.00 sinergismo
Mp 80 OMen 80 71.0 b 100.0 a antagonismo 89.4 0.79 aditividad
80 60 764 b 100.0 a antagonismo 81.9 0.93 aditividad
80 40 783 a 884 a aditividad 76.1 1.03 aditividad
80 20 730 a 78.6 a aditividad 73.3 0.99 aditividad
60 80 82.8 a 100.0 a aditividad 78.4 1.06 aditividad
60 60 749 a 784 a aditividad 63.1 1.19 aditividad
60 40 752 a 585 a aditividad 51.4 1.46 aditividad
60 20 709 a 488 a  Sinergismo 45.7 1.55 sinergismo
40 80 80.8 a 782 a aditividad 68.7 1.18 aditividad
40 60 59.1 a 520 a aditividad 46.5 1.27 aditividad
40 40 579 a 322 b sinergismo 29.6 1.96 sinergismo
40 20 261 a 224 a aditividad 21.3 1.22  aditividad
20 80 67.6 a 65.1 a aditividad 63.9 1.06 aditividad
20 60 672 a 390 b sinergismo 38.3 1.75 sinergismo
20 40 31.8 a 19.2 b sinergismo 18.8 1.69 sinergismo
20 20 4.0 b 94 a antagonismo 9.3 0.43 aditividad
Mp 80 OCor 80 760 b 100.0 a antagonismo 87.3 0.87 aditividad
80 60 63.1 b 100.0 a antagonismo  83.9 0.75 aditividad
80 40 656 b 924 a antagonismo  77.3 0.85 aditividad
80 20 774 a 79.8 a aditividad 73.7 1.05 aditividad
60 80 684 b 973 a antagonismo  74.1 0.92 aditividad
60 60 769 a 855 a aditividad 67.2 1.14 aditividad
60 40 48.6 a 62.6 a aditividad 53.8 0.90 aditividad
60 20 613 a 50.0 a aditividad 46.4 1.32 aditividad
40 80 554 a 709 a aditividad 62.5 0.89 aditividad
40 60 81.1 a 59.1 b  Sinergismo 52.5 1.55 Sinergismo
40 40 516 a 362 b  Sinergismo 33.0 1.56  Sinergismo
40 20 625 a 236 b  Sinergismo 22.3 2.81 Sinergismo
20 80 87.0 a 579 b  Sinergismo 56.8 1.53  Sinergismo
20 60 60.8 a 46.1 a aditividad 45.2 1.34 aditividad
20 40 112 a 232 a aditividad 22.8 0.49 Antagonismo
20 20 175 a 10.6 a aditividad 10.4 1.69 Sinergismo
Mp 80 OCom 80 749 b 1000 a Antagonismo 81.9 0.91 aditividad
80 60 819 a 848 a aditividad 75.1 1.09 aditividad
80 40 764 a 813 a aditividad 74.1 1.03 aditividad
80 20 871 a 743 a aditividad 72.1 1.21 aditividad
60 80 743 a 78.6 a aditividad 63.2 1.18 aditividad
60 60 735 a 550 a aditividad 49.4 1.49 aditividad
60 40 699 a 515 a aditividad 473 1.48 aditividad
60 20 692 a 445 b  Sinergismo 43.2 1.60  Sinergismo
40 80 829 a 522 a  Sinergismo 46.6 1.78  Sinergismo
40 60 747 a 286 b  Sinergismo 26.6 2.81 Sinergismo
40 40 637 a 252 b  Sinergismo 23.6 2.70  Sinergismo
40 20 504 a 18.1 b  Sinergismo 17.7 2.85 Sinergismo
20 80 773 a 392 b  Sinergismo 38.4 2.01 Sinergismo
20 60 815 a 15.6 b Sinergismo 15.3 5.31 Sinergismo
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Tabla 3. Actividad sinérgica, aditiva o antagoénica entre aceites esenciales de orégano, mentas,
suico y laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

20 40 24.5 a 121 b  Sinergismo 11.9 2.05 Sinergismo
20 20 47.6 a 5.1 b Sinergismo 5.0 9.44 Sinergismo

AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus nobilis
L.).

® 9 porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Tabla 4. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales de menta, suico y
laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott.

A B PICO © M¢étodo aditivo * M¢étodo Abbott *

AE® %° AE® %° PICE® Efecto PICE® IA°  Efecto

Mi 80  Su 80 62.5 b 100 a antagonismo 954 0.66 aditividad
80 60 59.0 b 100 a antagonismo  §9.0 0.66 aditividad
80 40 65.0 b 853 a antagonismo  80.9 0.80 aditividad
80 20 552 a 80.8 a aditividad 80.0 0.69 aditividad
60 80 60.3 b 100 a antagonismo  89.6 0.67 aditividad
60 60 49.7 b 99.8 a antagonismo  75.1 0.66 aditividad
60 40 602 a 599 a aditividad 57.0 1.06 aditividad
60 20 31.0 a 554 a aditividad 54.9 0.56 aditividad
40 80 51.8 b 89.0 a antagonismo  79.8 0.65 aditividad
40 60 67.3 a 573 a aditividad 51.9 1.30 aditividad
40 40 58.5 a 174 b  sinergismo 16.8 3.48 sinergismo
40 20 52.5 a 129 b  sinergismo 12.8 4.10 sinergismo
20 80 68.5 a 78.1 a aditividad 77.3 0.89 aditividad
20 60 70.5 a 463 b  sinergismo 459 1.54 sinergismo
20 40 65.6 a 64 b  sinergismo 6.4 10.20  sinergismo
20 20 59.1 a 2.0 b  sinergismo 2.0 29.67  sinergismo

Mi 80 La 80 69.9 b 100.0 a antagonismo  90.2 0.77 aditividad
80 60 36.8 b 100.0 a antagonismo  88.5 0.42 antagonismo
80 40 77.0 b 100.0 a antagonismo  84.6 0.91 aditividad
80 20 30.8 b 81.3 a antagonismo  80.1 0.38 antagonismo
60 80 824 a 98.6 a aditividad 77.9 1.06 aditividad
60 60 453 b 972 a antagonismo  73.9 0.61 aditividad
60 40 87.7 a 782 a aditividad 65.3 1.34 aditividad
60 20 65.3 a 559 a aditividad 55.1 1.18 aditividad
40 80 77.2 a 56.1 b  sinergismo 57.4 1.34 aditividad
40 60 69.6 a 54.7 a aditividad 49.6 1.40 aditividad
40 40 55.8 a 35.7 b  sinergismo 329 1.70 sinergismo
40 20 56.8 a 134 b  sinergismo 13.2 4.30 sinergismo
20 80 589 a 452 a aditividad 52.1 1.13 aditividad
20 60 36.1 a 43.8 a aditividad 43.4 0.83 aditividad
20 40 48.9 a 24.8 b  sinergismo 24.5 2.00 sinergismo
20 20 12.9 a 24 b  sinergismo 1.0 13.13  sinergismo
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Tabla 4. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales de menta, suico y
laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

Mp 80  Su 80 72.8 b 1000 a antagonismo 93.4 0.78 aditividad
80 60 81.8 a 100.0 a aditividad 84.3 0.97 aditividad
80 40 862 a 90.7 a aditividad 72.8 1.18 aditividad
80 20 100.0 a 86.2 a aditividad 71.5 1.40 aditividad
60 80 58.1 b 1000 a antagonismo  86.6 0.67 aditividad
60 60 67.0 b 100.0 a antagonismo  68.0 0.99 aditividad
60 40 65.4 b 66.7 a antagonismo  44.6 1.47 aditividad
60 20 51.8 b 62.2 a antagonismo  42.0 1.23 aditividad
40 80 57.7 b 98.1 a antagonismo  80.5 0.72 aditividad
40 60 682 a 664 a aditividad 53.6 1.27 aditividad
40 40 84.8 a 26.5 b  sinergismo 19.7 431 sinergismo
40 20 0.0 b 22.0 a antagonismo  15.9 0.00 antagonismo
20 80 60.8 b 82.1 a antagonismo  77.6 0.78 aditividad
20 60 73.1 a 504 b  sinergismo 46.5 1.57 sinergismo
20 40 76.2 a 10.5 b  sinergismo 7.4 10.31  sinergismo
20 20 0.0 b 6.0 a antagonismo 3.0 0.00 antagonismo

Mp 80 La 80 919 a 100.0 a aditividad 86.1 1.07 aditividad
80 60 95.6 a 100.0 a aditividad 83.5 1.14 aditividad
80 40 100.0 a 100.0 a aditividad 78.0 1.28 aditividad
80 20 100.0 a 86.6 a aditividad 71.6 1.40 aditividad
60 80 984 a 100.0 a aditividad 71.6 1.37 aditividad
60 60 100.0 a 100.0 a aditividad 66.5 1.50 aditividad
60 40 62.6 a 849 a aditividad 553 1.13 aditividad
60 20 22.2 b 62.6 a antagonismo  42.2 0.53 aditividad
40 80 83.5 a 72.6 a aditividad 58.9 1.42 aditividad
40 60 99.1 a 63.8 b sinergismo 51.4 1.93 sinergismo
40 40 74.6 a 44.8 b  sinergismo 35.2 2.12 sinergismo
40 20 17.5 a 225 a aditividad 16.2 1.08 aditividad
20 80 86.5 a 56.6 b  sinergismo 52.6 1.65 sinergismo
20 60 302  a 478 a aditividad 43.9 0.69 aditividad
20 40 5.8 b 28.8 a antagonismo  25.3 0.23 antagonismo
20 20 25.7 a 6.5 b  sinergismo 3.4 7.53 sinergismo

La 80 Su 80 61.0 b 100.0 a antagonismo  89.0 0.69 aditividad
80 60 62.8 b 1000 a antagonismo  73.7 0.85 aditividad
80 40 73.8 b 100.0 a antagonismo  54.5 1.35 aditividad
80 20 69.3 a 86.6 a aditividad 52.4 1.32 aditividad
60 80 50.1 b 100.0 a antagonismo  86.9 0.58 aditividad
60 60 64.7 b 100.0 a antagonismo  68.7 0.94 aditividad
60 40 64.2 b 84.9 a  sinergismo 459 1.40 aditividad
60 20 56.6 a 62.6 a aditividad 43.4 1.30 aditividad
40 80 48.0 b 72.6 a  sinergismo 82.5 0.58 aditividad
40 60 56.5 a 63.8 a aditividad 58.4 0.97 aditividad
40 40 68.2 a 448 b  sinergismo 27.9 2.44 sinergismo
40 20 150 a 225 a aditividad 24.5 0.61 aditividad
20 80 552 a 56.6 a aditividad 77.4 0.71 aditividad
20 60 62.9 a 47.8 a aditividad 46.2 1.36 sinergismo
20 40 68.0 a 28.8 b  sinergismo 6.8 9.95 sinergismo
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Tabla 4. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales de menta, suico y
laurel contra Aspergillus flavus segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

20 20 1.0 a 6.5 a aditividad 2.4 0.41 antagonismo
®AE: aceite esencial;, Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus
nobilis L.).
® 9 porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.
¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.
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INTERACCION ENTRE ACEITES ESENCIALES CONTRA Penicillium minioluteum

Tabla 5. Interaccion entre aceites esenciales de orégano contra Penicillium minioluteum de
acuerdo al método aditivo y de Abbott.

A B PICO® Método aditivo Método Abbott

AE® %° AE® %"° PICE® Efecto PICE® IA° Efecto

OCom 80  OCor 80  74.8 b 1000 a antagonismo 87.3 0.86  Aditividad
80 60 759 b 1000 a antagonismo 86.3 0.88  Aditividad
80 40 758 b 1000 a antagonismo 83.3 0.91  Aditividad
80 20 73.0 a 83.1 a  Aditividad 75.3 0.97  Aditividad
60 80  71.8 b 1000 a antagonismo 76.9 0.93  Aditividad
60 60  68.8 b 1000 a antagonismo 75.2 0.91  Aditividad
60 40 755 a 89.6 a  Aditividad 69.7 1.08  Aditividad
60 20 60.7 a 607 a  Aditividad 55.3 1.10  Aditividad
40 80 749 a 98.1 a Aditividad 74.2 1.01  Aditividad
40 60 747 a 945 a  Aditividad 72.2 1.03  Aditividad
40 40 709 a 837 a  Aditividad 66.2 1.07  Aditividad
40 20 608 a 548 a Aditividad 50.0 1.22  Aditividad
20 80 722 a 744 a  Aditividad 63.3 1.14  Aditividad
20 60 630 a 709 a  Aditividad 60.5 1.04  Aditividad
20 40 771 a 60.0 a  Aditividad 51.9 1.49  Aditividad
20 20  40.1 a 31.1 a  Aditividad 28.9 1.38  Aditividad

Com 80  OMen 80 912 a 1000 a Aditividad 91.8 0.99  Aditividad
80 60 923 a 1000 a Aditividad 89.8 1.03  Aditividad
80 40 922 a 100.0 a Aditividad 85.5 1.08  Aditividad
80 20 893 a 724 a  Aditividad 72.4 1.23  Aditividad
60 80  88.1 a 100.0 a Aditividad 85.1 1.04 Aditividad
60 60 852 a 1000 a Aditividad 81.4 1.05  Aditividad
60 40 919 a 976 a  Aditividad 73.8 1.24  Aditividad
60 20 67.0 a 500 a  Aditividad 50.0 1.34  Aditividad
40 80 912 a 1000 a Aditividad 83.4 1.09  Aditividad
40 60 91.1 a 107.0 a Aditividad 79.3 1.15  Aditividad
40 40 873 a 917 a  Aditividad 70.7 1.23  Aditividad
40 20 472 a 441 a  Aditividad 441 1.07  Aditividad
20 80 885 a 907 a  Aditividad 76.3 1.16  Aditividad
20 60 793 a 833 a  Aditividad 70.5 1.13  Aditividad
20 40 734 a 681 a  Aditividad 58.3 1.26  Aditividad
20 20 304 a 205 a  Aditividad 20.5 1.49  Aditividad

OCor 80  OMen 80 967 a 1000 a Aditividad 86.3 1.12  Aditividad
80 60 978 a 1000 a Aditividad 82.9 1.18  Aditividad
80 40 976 a 100.0 a Aditividad 75.9 1.29  Aditividad
80 20 648 a 54.0 a  Aditividad 54.0 1.20  Aditividad
60 80 936 a 1000 a Aditividad 85.2 1.10  Aditividad
60 60 90.6 a 1000 a Aditividad 81.6 1.11  Aditividad
60 40 974 a 98.0 a  Aditividad 74.0 1.32  Aditividad
60 20 525 a 504 a  Aditividad 50.4 1.04  Aditividad
40 80 967 a 1000 a Aditividad 82.0 1.18  Aditividad
40 60 993 a 1000 a Aditividad 77.6 1.28  Aditividad
40 40 955 a 872 a  Aditividad 68.3 1.40  Aditividad
40 20 454 a 395 a  Aditividad 39.5 1.15  Aditividad
20 80 96.7 a 809 a Aditividad 73.4 1.32  Aditividad
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Tabla 5. Interaccion entre aceites esenciales de orégano contra Penicillium minioluteum de
acuerdo al método aditivo y de Abbott. Continuacion.

20 60 875 a 735 a  Aditividad 66.8 1.31  Aditividad
20 40 71.6 a 583 a  Aditividad 53.2 1.35  Aditividad
20 20  68.6 a 10.7 b sinergismo 10.7 6.44  sinergismo

AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare) y OMen (Origanum
X majoricum).

® 9 porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Tabla 6. Interaccion entre aceites esenciales de menta contra Penicillium minioluteum de
acuerdo al método aditivo y de Abbott.

A B PICO® M¢étodo aditivo * Método Abbott *

AE*® %° AE? 5, PICO PICE ¢ Efecto PICE® 1A° Efecto

Mi 80 Mp 80 1000 a 100.0 a Aditividad 93.8 1.09  Aditividad
80 60 1000 a 100.0 a Aditividad 93.2 1.11  Aditividad
80 40 100.0 a 100.0 a Aditividlad 893 1.15  Aditividad
80 20 100.0 a 1000 a Aditividlad 853 1.17  Aditividad
60 80 99.1 a 100.0 a Aditividad 92.2 1.07  Aditividad
60 60 961 a 100.0 a Aditividad 91.6 1.05 Aditividad
60 40 100.0 a 1000 a Aditividlad 86.7 1.19  Aditividad
60 20 880 a 1000 a Aditividlad 81.8 1.08  Aditividad
40 80 1000 a 100.0 a Aditividad 87.6 1.17  Aditividad
40 60 1000 a 100.0 a Aditividlad 86.5 1.18  Aditividad
40 40 982 a 1000 a Aditividlad 78.7 1.25 Aditividad
40 20 881 a 90.1 a Aditividlad 71.0 1.24  Aditividad
20 80 995 a 1000 a Aditividlad 83.3 1.19  Aditividad
20 60 902 a 100.0 a Aditividad 81.9 1.10  Aditividad
20 40 100.0 a 923 a Aditividad 713 1.46  Aditividad
20 20 713 a 747 a Aditividad  60.8 1.17 Aditividad

*AE: aceite esencial; Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita).

® 9: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Tabla.7. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de orégano y mentas
contra Penicillium minioluteum segin método aditivo y de Abbott.

A B PI c Método aditivo * Método Abbott *

AE*® %° AE?® %> co PICE ¢ Efecto PICE®¢ 1A Efecto

Mi 80 OMen 80 1000 a 100.0 a Aditividad 93.4 0.77 Aditividad
80 60 717 b 1000 a Antagonismo 91.7 0.95 Aditividad
80 40 87.6 a 1000 a Aditividad 88.3 1.07 Aditividad
80 20 947 a 777 a Aditividad 77.7 1.22  Aditividad
60 80 946 a 100.0 a Aditividad 91.8 0.94 Aditividad
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Tabla.7. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de orégano y mentas

contra Penicillium minioluteum segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.
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85.5
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86.9
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76.9
55.9
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83.3
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78.1
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84.5
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83.6
66.7
70.2
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91.8
86.9
82.3
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0.94
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Sinergismo
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Tabla.7. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de orégano y mentas
contra Penicillium minioluteum segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

60 80 88.0 a 100.0 a Aditividad 91.7 0.96 Aditividad
60 60 91.7 a 100.0 a Aditividad 89.7 1.02  Aditividad
60 40 943 a 100.0 a Aditividad 83.6 1.13  Aditividad
60 20 902 b 100.0 b Aditividad 77.9 1.16  Aditividad
40 80 84.1 a 1000 a Aditividad 88.3 0.95 Aditividad
40 60 86.7 a 100.0 a Aditividad 85.5 1.01 Aditividad
40 40 96.1 a 100.0 a Aditividad 76.9 1.25 Aditividad
40 20 923 a 88.1 a Aditividad 68.8 1.34  Aditividad
20 80 843 a 78.7 a Aditividad 77.9 1.08 Aditividad
20 60 910 a 733 a Aditividad 72.6 1.25 Aditividad
20 40 1000 a 569 b Sinergismo 56.3 1.78 Sinergismo
20 20 100.0 a 41.5 b Sinergismo 41.0 2.44 Sinergismo
OCor 80 Mp 80 895 a 100 a Aditividad 89.7 1.00 Aditividad
80 60 90.1 a 100 a Aditividad 87.2 1.03  Aditividad
80 40 725 b 100 a Aditividad 79.7 0.91 Aditividad
80 20 91.6 a 9441 a Aditividad 72.6 1.26  Aditividad
60 80 852 a 100 a Aditividad 88.9 0.96 Aditividad
60 60 88.8 a 100 a Aditividad 86.3 1.03  Aditividad
60 40 915 a 100 a Aditividad 78.1 1.17  Aditividad
60 20 873 a 90.87 a Aditividad 70.5 1.24  Aditividad
40 80 813 a 100 a Aditividad 86.5 0.94 Aditividad
40 60 83.8 a 100 a Aditividad 83.3 1.01 Aditividad
40 40 932 a 9539 a Aditividad 73.3 1.27 Aditividad
40 20 894 a 7999 a Aditividad 64.0 1.40 Aditividad
20 80 814 a 88.36 a Aditividad 80.1 1.02  Aditividad
20 60 882 a 8295 a Aditividad 75.3 1.17  Aditividad
20 40 100.0 a 66.5 b Sinergismo 60.6 1.66 Sinergismo
20 20 1000 a 51.1 b Sinergismo 46.8 2.22  Sinergismo
OCom 80 Mp 80 933 a 100.0 a Aditividad 93.9 0.99 Aditividad
80 60 98.7 a 100.0 a Aditividad 92.4 1.07 Aditividad
80 40 90.6 a 100.0 a Aditividad 87.8 1.03  Aditividad
80 20 903 a 100.0 a Aditividad 83.6 1.08 Aditividad
60 80 839 a 1000 a Aditividad 88.9 0.94 Aditividad
60 60 87.5 a 100.0 a Aditividad 86.2 1.02  Aditividad
60 40 90.1 a 100.0 a Aditividad 77.9 1.16  Aditividad
60 20 86.0 a 90.5 a Aditividad 70.2 1.22  Aditividad
40 80 799 a 1000 a Aditividad 87.5 0.91 Aditividad
40 60 825 a 100.0 a Aditividad 84.5 0.98 Aditividad
40 40 919 a 100.0 a Aditividad 75.3 1.22  Aditividad
40 20 88.1 a 84.6 a Aditividad 66.7 1.32  Aditividad
20 80 80.1 a 982 a Aditividad 82.3 0.97 Aditividad
20 60 868 a 928 a Aditividad 78.0 1.11 Aditividad
20 40 99.1 a 763 b Sinergismo 64.9 1.53  Sinergismo
20 20 100.0 a 609 b Sinergismo 52.6 1.90 Sinergismo

®AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita).
® 9: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

188



¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).
* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Tabla 8. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales de orégano, suico y
laurel contra Penicillium minioluteum segin método aditivo y de Abbott.

A B PICO © Método aditivo * Método Abbott *

AE®  %° AE® %" PICE® Efecto PICE® 1A Efecto

OMen 80 Su 80 762 b 100.0 a Antagonismo 88.3 0.86 Aditividad
80 60 73.1 b 100.0 a Antagonismo 86.0 0.85 Aditividad
80 40 818 a 1000 a 85.4 0.96 Aditividad
80 20 80.0 b 1000 a Antagonismo 83.0 0.96 Aditividad
60 80 757 b 100.0 a Antagonismo 85.4 0.89  Aditividad
60 60 77.0 b 1000 a Antagonismo 82.5 0.93 Aditividad
60 40 540 b 1000 a Antagonismo 81.8 0.66 Aditividad
60 20 839 a 1000 a Aditivida 78.9 1.06 Aditividad
40 80 80.5 a 100.0 a Aditivida 79.4 1.01 Aditividad
40 60 60.1 b 1000 a Antagonismo 75.3 0.80 Aditividad
40 40 579 b 985 a Antagonismo 74.3 0.78 Aditividad
40 20 695 b 90.6 a Antagonismo 70.2 0.99 Aditividad
20 80 84.6 a 617 b Sinergismo 61.1 1.38  Aditividad
20 60 838 a 539 b  Sinergismo 53.4 1.57 Sinergismo
20 40 638 a 519 a Aditividad 51.4 1.24  Aditividad
20 20 79.1 a 440 b  Sinergismo 43.6 1.82  Sinergismo

OMen 80 La 80 89.9 a 100.0 a Aditividad 89.6 1.00 Aditividad
80 60 626 b 1000 a Antagonismo 85.2 0.73  Aditividad
80 40 472 b 1000 a Antagonismo 84.0 0.56 Aditividad
80 20 614 b 1000 a Antagonismo 83.8 0.73  Aditividad
60 80 646 b 100.0 a Antagonismo 87.1 0.74  Aditividad
60 60 375 b 1000 a Antagonismo 81.5 0.46 Antagonismo
60 40 613 b 1000 a Antagonismo 80.1 0.77 Aditividad
60 20 458 b 100.0 a Antagonismo 79.8 0.57 Aditividad
40 80 81.7 a 100.0 a Aditividad 81.8 1.00 Aditividad
40 60 599 b 979 a Antagonismo 74.0 0.81 Aditividad
40 40 87.0 a 94.0 a Aditividad 71.9 1.21  Aditividad
40 20 215 b 931 a Antagonismo 71.5 0.30 Aditividad
20 80 699 a 662 a Aditividad 65.5 1.07 Aditividad
20 60 89.0 a 513 b  Sinergismo 50.8 1.75 Sinergismo
20 40 754 a 473 b  Sinergismo 46.9 1.61 Sinergismo
20 20 142 b 465 a Antagonismo 46.1 0.31 Antagonismo

OCom 80 Su 80 100.0 a 100.0 a Aditividad 89.2 1.12  Aditividad
80 60 954 a 100.0 a Aditividad 87.0 1.10  Aditividad
80 40 1000 a 100.0 a Aditividad 86.5 1.16  Aditividad
80 20 81.8 a 1000 a Aditividad 84.3 0.97 Aditividad
60 80 949 a 100.0 a Aditividad 80.4 1.18  Aditividad
60 60 928 a 100.0 a Aditividad 76.5 1.21  Aditividad
60 40 1000 a 100.0 a Aditividad 75.5 1.33  Aditividad
60 20 725 a 93.0 a  Aditividad 71.5 1.01 Aditividad
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Tabla 8. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales de orégano, suico y
laurel contra Penicillium minioluteum segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

40 80 99.5 a 100.0 a Aditividad 78.0 1.27  Aditividad
40 60 994 a 970 a Aditividad 73.7 1.35 Aditividad
40 40 932 a 950 a Aditividad 72.6 1.28  Aditividad
40 20 908 a 87.1 a Aditividad 68.2 1.33  Aditividad
20 80 97.8 a 812 a Aditividad 68.7 1.42  Aditividad
20 60 915 a 734 a Aditividad 62.5 1.46  Aditividad
20 40 1000 a 71.4 b Sinergismo 60.9 1.64 Sinergismo
20 20 355 b 635 a Antagonismo 54.7 0.65 Aditividad
Ocom 80 La 80 804 b 100.0 a Antagonismo 90.4 0.89 Aditividad
80 60 814 b 1000 a Antagonismo 86.3 0.94 Aditividad
80 40 668 b 1000 a Antagonismo 85.2 0.78 Aditividad
80 20 559 b 100.0 a Antagonismo 85.0 0.66 Aditividad
60 80 758 b 100.0 a Antagonismo 82.6 0.92 Aditividad
60 60 569 b 1000 a Antagonismo 75.1 0.76  Aditividad
60 40 706 b 964 a Antagonismo 73.2 0.97 Aditividad
60 20 509 Db 955 a Antagonismo 72.8 0.70  Aditividad
40 80 60.5 b 100.0 a Antagonismo 80.5 0.75 Aditividad
40 60 704 Db 944 a Antagonismo 72.2 0.98 Aditividad
40 40 640 b 905 a Antagonismo 70.0 0.91 Aditividad
40 20 59.0 b 89.6 a Antagonismo 69.6 0.85 Aditividad
20 80 64.1 a 856 a Aditividad 72.3 0.89 Aditividad
20 60 662 a 70.7 a Aditividad 60.4 1.10  Aditividad
20 40 553 a 66.8 a Aditividad 57.3 0.97 Aditividad
20 20 245 b 66.0 a Antagonismo 56.7 0.43 Antagonismo
Ocor 80 Su 80 84.0 a 100.0 a Aditividad 81.9 1.03  Aditividad
80 60 91.6 a 100.0 a Aditividad 78.3 1.17  Aditividad
80 40 926 a 1049 a Aditividad 77.4 1.20  Aditividad
80 20 98.0 a 97.0 a Aditividad 73.8 1.33  Aditividad
60 80 87.1 a 100.0 a Aditividad 80.5 1.08 Aditividad
60 60 922 a 100.0 a Aditividad 76.6 1.20  Aditividad
60 40 885 a 1000 a Aditividad 75.7 1.17  Aditividad
60 20 883 a 934 a Aditividad 71.7 1.23  Aditividad
40 80 87.6 a 100.0 a Aditividad 76.2 1.15 Aditividad
40 60 856 a 924 a Aditividad 71.5 1.20  Aditividad
40 40 948 a 905 a Aditividad 70.3 1.35 Aditividad
40 20 625 a 826 a Aditividad 65.5 0.95 Aditividad
20 80 756 a 714 a Aditividad 64.9 1.17  Aditividad
20 60 874 a 636 b  Sinergismo 57.9 1.51 Sinergismo
20 40 1032 a 61.6 b Sinergismo 56.1 1.84 Sinergismo
20 20 984 a 537 b Sinergismo 49.1 2.00 Sinergismo
Ocor 80 La 80 743 b 100.0 a Antagonismo 84.0 0.89 Aditividad
80 60 96.6 a 100.0 a Aditividad 77.1 1.25 Aditividad
80 40 864 a 1000 a Aditividad 75.3 1.15 Aditividad
80 20 869 a 995 a Aditividad 74.9 1.16  Aditividad
60 80 86.5 a 100.0 a Aditividad 82.7 1.05 Aditividad
60 60 78.0 b 1000 a Antagonismo 75.3 1.03  Aditividad
60 40 976 a 96.8 a Aditividad 73.4 1.33  Aditividad
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Tabla 8. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales de orégano, suico y
laurel contra Penicillium minioluteum segin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

60 20 974 a 959 a  Aditividad 73.0 1.33  Aditividad
40 80 100.0 a 100.0 a Aditividad 78.9 1.40  Aditividad
40 60 100.0 a 89.8 a Aditividad 69.9 1.44  Aditividad
40 40 1000 a 859 b Sinergismo 67.6 1.61 Sinergismo
40 20 650 a 85.1 a Aditividad 67.1 0.97 Aditividad
20 80 100.0 a 758 b Sinergismo 68.9 1.66  Sinergismo
20 60 848 a 609 b  Sinergismo 55.6 1.53  Sinergismo
20 40 1000 a 57.0 b Sinergismo 52.1 2.24 Sinergismo
20 20 835 a 562 b Sinergismo 513 1.63  Sinergismo

®AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum),Su (Tagetes minuta L.), La (Laurus nobilis L.).

® 9: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

Tabla 9. Actividad sinérgica, aditiva o antagénica entre aceites esenciales de menta, Suico y
laurel contra Penicillium minioluteum segin método aditivo y de Abbott.

A B PICO® Método aditivo * Método Abbott *
AE®  %° AE® %° PICE © Efecto PICEC IA° Efecto
Su 80 Mi 80 960 a 100.0 a  Aditividad 912  1.05  Aditividad
80 60 920 a 1000 a  Aditividad 89.1 1.03  Aditividad
80 40 958 a 100.0 a  Aditividad 826 1.16  Aditividad
80 20 872 a 1000 a Aditividad 76.6  1.14  Aditividad
60 80 952 a 1000 a Aditividad 89.5 1.06  Aditividad
60 60 100.0 a 1000 a  Aditividad 87.0  1.15  Aditividad
60 40 995 a 1000 a  Aditividad 792 126  Aditividad
60 20 866 a 934 a Aditividad 720 120  Aditividad
40 80 931 a 1000 a Aditividad 89.1 1.05  Aditividad
40 60 97.1 a 1000 a Aditividad 86.4 1.12  Aditividad
40 40 909 a 1000 a Aditividad 783  1.16  Aditividad
40 20 840 a 914 a  Aditividad 70.8  1.19  Aditividad
20 80 975 a 1000 a Aditividad 873 1.12  Aditividad
20 60 974 a 1000 a  Aditividad 842 1.16  Aditividad
20 40 662 b 989 a Antagonismo 74.8 0.88 Aditividad
20 20 519 b 835 a Antagonismo  66.1  0.79  Aditividad
Su 80 Mp 8 936 a 100 a Aditividad 89.0 1.05  Aditividad
80 60 895 a 100 a  Aditividad 88.0  1.02  Aditividad
80 40 934 a 100 a  Aditividad 81.1  1.15  Aditividad
80 20 822 a 9495 a  Aditividad 742  1.11  Aditividad
60 80 928 a 100 a  Aditividad 86.8 1.07  Aditividad
60 60 978 a 100 a  Aditividad 85.6  1.14  Aditividad
60 40 971 a 100 a  Aditividad 773 126  Aditividad
60 20 841 a 87.15 a Aditividad 69.0 122  Aditividad
40 80 907 a 100 a  Aditividad 86.2 1.05  Aditividad
40 60 946 a 100 a  Aditividad 850 1.11  Aditividad
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Tabla 9. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de menta, Suico y
laurel contra Penicillium minioluteum segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

40 40 885 a 100  a  Aditividad 76.4 1.16  Aditividad
40 20 84.0 a 8516 a  Aditividad 67.7 1.24  Aditividad
20 80 950 a 100 a  Aditividad 84.0 1.13  Aditividad
20 60 950 a 100 a  Aditividad 82.6 1.15  Aditividad
20 40 712 b 9487 a Antagonismo 72.6 0.98 Aditividad
20 20 47.0 b 7727 a Antagonismo 62.5 0.75 Aditividad
La 80 Mp 80 915 a 100 a  Aditividad 90.2 1.01 Aditividad
80 60 966 a 100 a  Aditividad 89.4 1.08  Aditividad
80 40 952 a 100 a  Aditividad 83.2 1.14  Aditividad
80 20 959 a 9942 a  Aditividad 77.1 1.24  Aditividad
60 80 935 a 100 a  Aditividad 86.1 1.09  Aditividad
60 60 916 a 100 a  Aditividad 84.8 1.08  Aditividad
60 40 937 a 100 a  Aditividad 76.1 1.23  Aditividad
60 20 941 a 8452 a  Aditividad 67.3 1.40  Aditividad
40 80 879 a 100 a  Aditividad 85.0 1.03  Aditividad
40 60 911 a 100 a  Aditividad 83.6 1.09  Aditividad
40 40 88.0 a 98.19 a  Aditividad 74.2 1.19  Aditividad
40 20 88.1 a 80.59 a  Aditividad 64.7 1.36  Aditividad
20 80 89.1 a 100 a  Aditividad 84.7 1.05  Aditividad
20 60 900 a 100 a  Aditividad 83.4 1.08  Aditividad
20 40 758 b 9737 a Antagonismo 73.8 1.03 Aditividad
20 20 41.8 b 79.77 a Antagonismo 64.2 0.65 Aditividad
La 80 Mi 80 692 b 100.0 a Antagonismo 92.2 0.75 Aditividad
80 60 743 b 100.0 a Antagonismo 90.4  0.82  Aditividad
80 40 729 Db 1000 a Antagonismo 84.6  0.86  Aditividad
80 20 73.6 b 1000 a Antagonismo 79.3 0.93  Aditividad
60 80 71.1 b 100.0 a Antagonismo 88.9 0.80  Aditividad
60 60 692 b 1000 a Antagonismo 86.2 0.80  Aditividad
60 40 713 b 1000 a Antagonismo 78.0 0.91 Aditividad
60 20 71.7 b 90.7 a Antagonismo 70.4 1.02  Aditividad
40 80 68.7 b 100.0 a Antagonismo 88.0 0.78 Aditividad
40 60 735 b 100.0 a Antagonismo 85.1 0.86  Aditividad
40 40 703 b 1000 a Antagonismo 76.3 0.92 Aditividad
40 20 70.5 b 86.8 a Antagonismo 68.0 1.04  Aditividad
20 80 714 b 100.0 a Antagonismo 87.9 0.81 Aditividad
20 60 723 b 100.0 a Antagonismo 84.9 0.85 Aditividad
20 40 57.8 b 1000 a Antagonismo 759  0.76  Aditividad
20 200 241 b 86.0 a Antagonismo 67.6 0.36  Antagonismo
La 80 Su 80 915 a 100  a  Aditividad 90.2 1.01 Aditividad
80 60 966 a 100  a  Aditividad 89.4 1.08  Aditividad
80 40 952 a 100  a  Aditividad 83.2 1.14  Aditividad
80 20 959 a 9942 a  Aditividad 77.1 1.24  Aditividad
60 80 935 a 100 a  Aditividad 86.1 1.09  Aditividad
60 60 916 a 100 a  Aditividad 84.8 1.08  Aditividad
60 40 937 a 100 a  Aditividad 76.1 1.23  Aditividad
60 20 941 a 8452 a  Aditividad 67.3 1.40  Aditividad
40 80 879 a 100 a  Aditividad 85.0 1.03  Aditividad
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Tabla 9. Actividad sinérgica, aditiva o antagonica entre aceites esenciales de menta, Suico y
laurel contra Penicillium minioluteum segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

40 60 91.1 a 100 a  Aditividad 83.6 1.09  Aditividad
40 40 88.0 a 98.19 a  Aditividad 74.2 1.19  Aditividad
40 20 88.1 a 80.59 a  Aditividad 64.7 1.36  Aditividad
20 80 89.1 a 100 a  Aditividad 84.7 1.05  Aditividad
20 60 90.0 a 100 a  Aditividad 83.4 1.08  Aditividad
20 40 758 b 9737 a Antagonismo 73.8 1.03 Aditividad
20 20 41.8 b 79.77 a Antagonismo 64.2 0.65 Aditividad

®AE: aceite esencial; Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus
nobilis L.).

® 9 porcentaje de la CFM para cada aceite esencial.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.
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INTERACCION ENTRE ACEITES ESENCIALES Y FUNGICIDA SINTETICO PARA
EL CONTROL DE A. flavus

Tabla 10. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra A. flavus segun método aditivo y de Abbott.

F AE PICO,i4pi Método aditivo Método Abbott

% *° AE %" PICE Efecto PICE IA Efecto
20 Su 20 325 b 559 a  Antagonismo 55.2 0.59 Aditividad
20 40 356 b 60.2 a Antagonismo 57.2 0.62 Aditividad
20 60 63.8 b 100.0 a Antagonismo 75.2 0.85 Aditividad
20 80 655 b 100.0 a Antagonismo  89.6 0.73 Aditividad
40 20 453 b 714 a  Antagonismo  70.5 0.64 Aditividad
40 40 739 a 757 a Aditividad 71.8 1.03 Aditividad
40 60 771 b 100.0 a Antagonismo  83.7 0.92 Aditividad
40 80 100.0 a 1000 a  Aditividad 93.2 1.11 Aditividad
60 20 782 a  72.0 a Aditividad 71.1 1.10 Aditividad
60 40 9277 a 763 a  Aditividad 72.4 1.28 Aditividad
60 60 91.1 a 100.0 a  Aditividad 84.0 1.08 Aditividad
60 80 100.0 a 1000 a  Aditividad 93.3 1.18 Aditividad
80 20 782 a 77.0 a Aditividad 76.1 1.03 Aditividad
80 40 989 a 813 a  Aditividad 77.1 1.28 Aditividad
80 60 97.6 a 100.0 a  Aditividad 86.8 1.12 Aditividad
80 80 984 a 100.0 a  Aditividad 94.5 1.04 Aditividad
20 La 20 113 b 56.1 a Antagonismo  55.3 0.20  Antagonismo
20 40 384 b 78.4 a Antagonismo  65.4 0.59 Aditividad
20 60 284 b 974 a Antagonismo  74.0 0.38  Antagonismo
20 80 430 b 100.0 a Antagonismo  78.1 0.55 Aditividad
40 20 46,6 b 71.6 a Antagonismo  70.6 0.66 Aditividad
40 40 570 b 939 a Antagonismo  77.2 0.74 Aditividad
40 60 183 b 100.0 a Antagonismo  82.9 0.22 Aditividad
40 80 883 a 100.0 a Aditividad 85.6 1.03 Aditividad
60 20 1000 a 722 a  Aditividad 71.2 1.42 Aditividad
60 40 100.0 a 945 a  Aditividad 77.7 1.32 Aditividad
60 60 952 a 100.0 a  Aditividad 83.3 1.14 Aditividad
60 80 98.6 a 100.0 a  Aditividad 85.8 1.15 Aditividad
80 20 100.0 a 77.2 a  Sinergismo 76.1 1.36 Aditividad
80 40 973 a 995 a  Aditividad 81.5 1.19 Aditividad
80 60 96.7 a 100.0 a  Aditividad 86.1 1.12 Aditividad
80 80 84.0 a 1000 a Aditividad 88.3 0.95 Aditividad
20 Mi 20 60.0 a 559 a Aditividad 55.2 1.09 Aditividad
20 40 89.0 a 666 b Sinergismo 60.1 1.48 Aditividad
20 60 956 a 100.0 a  Aditividad 79.4 1.20 Aditividad
20 80 90.0 a 100.0 a  Aditividad 909  0.99 Aditividad
40 20 1000 a 714 b  Sinergismo 70.5 1.49 Aditividad
40 40 95.0 a 821 a  Aditividad 73.7 1.29 Aditividad
40 60 100.0 a 100.0 a  Aditividad 86.4 1.16 Aditividad
40 80 770 b 100.0 a Antagonismo 94.0 0.82 Aditividad
60 20 942 a 720 b  Sinergismo 71.1 1.32 Aditividad
60 40 1004 a  82.7 a  Aditividad 74.3 1.35 Aditividad
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Tabla 10. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra A. flavus segun método aditivo y de Abbott. Continuacién.

60 60 100.0 a 100.0 a  Aditividad 86.7 1.15 Aditividad
60 80 100.0 a 1000 a  Aditividad 94.1 1.06 Aditividad
80 20 1000 a 77.0 a  Aditividad 76.1 1.31 Aditividad
80 40 1000 a 877 a  Aditividad 78.7 1.29 Aditividad
80 60 100.0 a 100.0 a  Aditividad 89.0 1.22 Aditividad
80 80 872 a 100.0 a Aditividad 95.1 0.92 Aditividad
20 Mp 20 450 a 56.1 a Aditividad 55.3 0.81 Aditividad
20 40 740 a 647 a Aditividad 59.2 1.25 Aditividad
20 60 80.6 a 100.0 a Aditividad 77.1 1.04 Aditividad
20 80 750 b 100.0 a Antagonismo  84.2 0.89 Aditividad
40 20 90.0 a 71.6 a  Aditividad 70.6 1.28 Aditividad
40 40 80.0 a 802 a Aditividad 73.2 1.09 Aditividad
40 60 85.0 a 100.0 a Aditividad 84.9 1.00 Aditividad
40 80 620 b 100.0 a Antagonismo  89.6 0.69 Aditividad
60 20 792 a 722 a Aditividad 71.2 1.11 Aditividad
60 40 854 a 808 a Aditividad 73.7 1.16 Aditividad
60 60 85.0 a 100.0 a Aditividad 85.2 1.00 Aditividad
60 80 85.0 a 100.0 a Aditividad 89.8  0.95 Aditividad
80 20 8.0 a 772 a Aditividad 76.1 1.12 Aditividad
80 40 86.4 a 858 a Aditividad 78.2 1.10 Aditividad
80 60 937 a 100.0 a  Aditividad 87.8 1.07 Aditividad
80 80 722 b 100.0 a Antagonismo 91.6 0.79 Aditividad
20 OMen 20 616 a 621 a Aditividad 58.0 1.06 Aditividad
20 40 679 a 718 a Aditividad 62.4 1.09 Aditividad
20 60 497 b 917 a Antagonismo  71.4 0.70 Aditividad
20 80 714 b 100.0 a Antagonismo  83.3 0.86 Aditividad
40 20 740 a 77.6 a Aditividad 72.4 1.02 Aditividad
40 40 802 a 873 a Aditividad 75.3 1.07 Aditividad
40 60 946 a 100.0 a  Aditividad 81.2 1.16 Aditividad
40 80 90.0 a 100.0 a  Aditividad 89.0 1.01 Aditividad
60 20 99.7 a 78.2 b  Sinergismo 72.9 1.37 Aditividad
60 40 1000 a 879 a  Aditividad 75.8 1.35 Aditividad
60 60 98.6 a 100.0 a  Aditividad 81.6 1.21 Aditividad
60 80 984 a 100.0 a  Aditividad 89.2 1.10 Aditividad
80 20 1000 a 832 a  Aditividad 77.6 1.35 Aditividad
80 40 1000 a 929 a  Aditividad 79.9 1.32 Aditividad
80 60 100.0 a 100.0 a  Aditividad 84.8 1.21 Aditividad
80 80 993 a 100.0 a  Aditividad 91.1 1.09 Aditividad
20 OCom 20 437 a 578 a Aditividad 56.1 0.78 Aditividad
20 40 67.1 a  64.8 a Aditividad 59.3 1.13 Aditividad
20 60 594 a 683 a Aditividad 60.8  0.98 Aditividad
20 80 904 a 918 a  Aditividad 71.5 1.26 Aditividad
40 20 63.8 a 733 a Aditividad 71.1 0.90 Aditividad
40 40 569 b 80.3 a Antagonismo  73.2 0.78 Aditividad
40 60 747 a  83.8 a Aditividad 74.2 1.01 Aditividad
40 80 773 b 100.0 a Antagonismo  81.2 0.95 Aditividad
60 20 561 a 739 a Aditividad 71.7  0.78 Aditividad
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Tabla 10. Actividad sinérgica, aditiva o antagdnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra A. flavus segun método aditivo y de Abbott. Continuacién.

60 40 737 a 809 a Aditividad 73.7 1.00 Aditividad
60 60 71.0 a 844 a Aditividad 74.7  0.95 Aditividad
60 80 938 a 100.0 a  Aditividad 81.6 1.15 Aditividad
80 20 84.6 a 789 a Aditividad 76.5 1.11 Aditividad
80 40 884 a 859 a Aditividad 78.2 1.13 Aditividad
80 60 99.6 a 894 a  Aditividad 79.1 1.26 Aditividad
80 80 100.0 a 100.0 a  Aditividad 84.8 1.21 Aditividad
20 OCor 20 442 a 5611 a Aditividad 553  0.80 Aditividad
20 40 551 a 6183 a Aditividad 579 095 Aditividad
20 60 481 b 7217 a Antagonismo 62.6  0.77 Aditividad
20 80 77.8 a 8623 a Aditividad 69.0 1.13 Aditividad
40 20 745 a 716 a Aditividad 70.6 1.06 Aditividad
40 40 552 a 7732 a Aditividad 723 0.76 Aditividad
40 60 71.0 a 87.66 a Aditividad 754 094 Aditividad
40 80 703 b 100 a Antagonismo  79.6 0.88 Aditividad
60 20 89.6 a 7221 a Aditividad 71.2 1.26 Aditividad
60 40 90.0 a 7793 a  Aditividad 72.9 1.23 Aditividad
60 60 91.8 a 88.27 a  Aditividad 75.9 1.21 Aditividad
60 80 99.6 a 100 a  Aditividad 80.0 1.25 Aditividad
80 20 835 a 7723 a Aditividad 76.1 1.10 Aditividad
80 40 858 a 8295 a Aditividad 77.5 1.11 Aditividad
80 60 91,5 a 9329 a  Aditividad 80.0 1.14 Aditividad

80 80 995 a 100 a__ Aditividad 83.4 1.19 Aditividad

AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus nobilis
L.). F: fungicida sintético (Fludioxonil).

® 9: porcentaje de la CFM para cada aceite esencial y el fungicida sintético.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas o aditivas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.

INTERACCION ENTRE ACEITES ESENCIALES Y FUNGICIDA SINTETICO PARA
EL CONTROL DE Penicillium minioluteum

Tabla 11. Actividad sinérgica, aditiva o antagoOnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra Penicillium minioluteum segiin método aditivo y de Abbott.

F AE c M¢étodo aditivo Método Abbott

% " AE* %v FICO PICE® Efecto PICE® 1A Efecto

20 Su 20 25.6 a 23.0 a  Antagonismo 21.7 1.18 Aditividad
20 40 48.0 a 402 a  Aditividad 36.6 1.31 Aditividad
20 60 53.6 a 572 a  Aditividad 51.3 1.04 Aditividad
20 80 65.6 a 619 a  Aditividad 55.3 1.19 Aditividad
40 20 438 a 635 a  Aditividad 58.3 0.75 Aditividad
40 40 31.2 b 80.6 a Antagonismo 66.2 0.47 Antagonismo
40 60 26.5 b 97.6 a  Antagonismo  74.1 0.36  Antagonismo
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Tabla 11. Actividad sinérgica, aditiva o antagoOnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra Penicillium minioluteum segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.
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Tabla 11. Actividad sinérgica, aditiva o antagoOnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra Penicillium minioluteum segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.
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Tabla 11. Actividad sinérgica, aditiva o antagoOnica entre aceites esenciales y el fungicida
sintético contra Penicillium minioluteum segiin método aditivo y de Abbott. Continuacion.

40 40 74.0 b 100 a Antagonismo 78.8 0.94 Aditividad
40 60 84.7 a 100 a  Aditividad 84.5 1.00 Aditividad
40 80 76.6 b 100 a Antagonismo 86.3 0.89 Aditividad
60 20 277 b 71.67 a  Antagonismo 65.7 0.42 Aditividad
60 40 747 a 100 a  Aditividad 82.5 0.91 Aditividad
60 60 96.9 a 100 a  Aditividad 87.2 1.11 Aditividad
60 80 957 a 100 a  Aditividad 88.7 1.08 Aditividad
80 20 43.0 b 86.27 a Antagonismo 78.9 0.55 Aditividad
80 40 954 a 100 a  Aditividad 89.2 1.07 Aditividad
80 60 1000 a 100 a  Aditividad 92.1 1.18 Aditividad
80 80 92.8 b 100 a Antagonismo 93.1 1.00 Aditividad

AE: aceite esencial; OCor (Origanum vulgare sspp hirtum), OCom (Origanum vulgare L. sspp. Vulgare), OMen (Origanum x
majoricum), Mi (Mentha x piperita L. var. Vulgaris Sole), Mp (Mentha x piperita), Su (Tagetes minuta L.) y La (Laurus nobilis
L.). F: fungicida sintético (Fludioxonil).

® 9 porcentaje de la CFM para cada aceite esencial y el fungicida sintético.

¢ PICO: Porcentaje de inhibicion del crecimiento observado; PICE: Porcentaje de inhibicién del crecimiento esperado; IA: Indice
de Abbott. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas segun test LSD de Fisher (« = 0.05).

* Palabras en negrita indican combinaciones sinérgicas o aditivas que inhibieron completamente el crecimiento del hongo.
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