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RESUMEN.

El moho blanco Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, es uno de los principales
fitopatbgenos causales de muerte en plantas de lechuga (Lactuca sativa),
causando pudricion en la parte baja de la planta, evidenciandose marchitez en las
hojas méas externas de la planta, lo cual generalmente ocurre cuando el cultivo se
acerca a la madurez, al avanzar la infeccion la corona desarrolla una pudricion
acuosa, seguida de un crecimiento blanco algodonoso que destruye el tejido y
provoca la muerte de la planta, en grandes infestaciones se pierde gran parte del
cultivo. El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad de aceites esenciales de
Limén (Citrus latifolia) y Naranja (Citrus sinensis L.), determinando cual es la
concentracion mas eficiente para la inhibicibn en el crecimiento de este
fitopatdgeno, mediante la implementacion de ensayos in vitro, con
concentraciones de 0.5%, 1% y 2% de cada aceite, en el laboratorio de la Linea
de Biotecnologia y Nanotecnologia, el cual se encuentra ubicado en el

Tecnoparque Nodo-Bogota - SENA (Servicio Nacional de Aprendizaje.

Se midi6 el crecimiento radial del hongo al cuarto, séptimo y décimo dia en las tres
repeticiones de cada concentracibn o tratamiento. Se encontré que la
concentracion de 2% de ambos aceites esenciales (limén y naranja) al séptimo dia

presentaron los mas altos porcentajes de inhibicién.

Palabras clave: aceites esenciales, moho blanco, concentracion, porcentaje de

inhibicion, in vitro.
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ABSTRACT

The white mold Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) Of Bary, is one of the main
phytopathogens causes of death in lettuce plants (Lactuca sativa), causing rot in
the lower part of the plant evidencing wilts on the outermost leaves of the plant,
which usually occurs when the crop approaches maturity, as the infection
progresses, the crown develops an aqueous rot, followed by a cottony white
growth that destroys the tissue and causes the death of the plant, in large
infestations much is lost of the crop. The objective of this work is to evaluate the
activity of essential oils of Limén (Citrus latifolia) and Orange (Citrus sinensis L.),
determining which is the most efficient concentration for the inhibition in the growth
of this phytopathogen, by means of the implementation of essays in vitro, with
concentrations of 0.5%, 1% and 2% of each oil, in the laboratory of the
Biotechnology and Nanotechnology Line, which is located in the Tecnoparque

Nodo-Bogota - SENA (National Service of Learning).

The radial growth of the fungus was measured on the fourth, seventh and tenth
day in the three repetitions of each concentration or treatment. It was found that
the concentration of 2% of both essential oils (lemon and orange) on the seventh

day had the highest percentages of inhibition.

Key words: essential oils, white mold, concentration, percentage of inhibition, in

vitro.
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INTRODUCCION

La enfermedad de pudricion blanda o moho blanco, se presenta en el cultivo de
lechuga asociada a dos patégenos, como lo son Sclerotinia minor y Sclerotinia
sclerotiorum. En ambos casos la parte afectada son las hojas, lo cual muestra
inicialmente lesiones que van desde las hojas viejas y luego llega a las nuevas,
seguido por una muerte celular en el area afectada y posterior desarrollo de un
micelio blanco, seguido de la formacion de esclerocios (Purdy, 1979). Ya que las
hojas representan el producto de interés comercial, su afectacion a causa de esta
enfermedad, resulta en pérdidas a nivel mundial (Purdy, 1979; Saharan y Mehta

2008) y nacional, significativas (Arias y Tautiva, 2006).

El control de una enfermedad no depende de un Unico método, puesto que no
provee niveles de manejo satisfactorios de la enfermedad, a diferencia de si se
integran varios métodos, en busca de potenciar la accion sobre el patégeno (Arias,
et al., 2007). Lo que generalmente se refiere a un manejo Unicamente quimico,
biolégico o combinacién de ambos. Para el manejo especifico de este patégeno,
los manejos generalmente empleados son: solarizacion, aplicacion de enmiendas
organicas, fungicidas de sintesis quimica, hongos antagonistas como Trichoderma
spp., Gliocladium spp., Sporidesmium spp., entre otros (Adams 1979; Saharan y
Mehta 2008).

Dentro de las nuevas alternativas de control que se han venido estudiando, como
es el uso de aceites esenciales, a los que se atribuye sus efectos antifingicos,
bactericidas y otros, los cuales generan: cambios en la morfologia del organismo,
dafio en estructuras reproductivas y se reduce la producciéon de toxinas. Ha
generado un aporte significativo a las practicas de innovacion dentro de una
agricultura sustentable, reduciendo el uso de productos de sintesis quimica, para

el control de agentes patdégenos en los cultivos (Ospina et al., 2011).
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Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, es un hongo fitopatégeno asociado distintas

enfermedades en varios cultivos de interés agricola (Boland y Hall, 1994). Su facil
diseminacion, se debe a las estructuras de resistencia denominadas esclerocios,
las cuales caen al suelo por efecto del viento e incluso por labores de
mecanizacion dentro del manejo del cultivo, donde consigue entrar en un periodo
de latencia y una vez se halla en condiciones favorables, logra inocular el proximo
huésped (Sepulveda, 2015). Es asi, como los mecanismos de control a los cuales
se pueda recurrir, deben ser oportunos a fin de minimizar las pérdidas, evitando

una mayor afectacion, en la zona de cultivo.

El moho blanco se ha reportado en varios cultivos horticolas como; papa, girasol,
soya, canola, entre otros; (Steadman, 1979; Laemmlen, 2003; Koike y Davis.
2009), una vez se identifica los sintomas, se evidencian chancros o llagas en la
base del tallo y marchitez en el tejido vegetal (Duncan, 2006). Este fitopatdgeno es
el agente causal de la enfermedad pudricion blanda, asociada a cultivos como

lechuga y crisantemo (Valencia y Arbelaez, 1999).

Tomando en cuenta la problematica del cultivo de Lechuga (Lactuca sativa L.) se
empled aceite esencial de Naranja (Citrus sinensis L.) y Limén (Citrus latifolia), los
cuales en la cascara de sus frutos presentan altas cantidades de monoterpenos,
las cuales son moléculas representativas de los aceites esenciales en su mayoria
(Alrededor de un 90%) (Koul et al., 2008) y que son repelentes e inhibitorias de
crecimiento para ciertas especies de plagas y patdégenos en plantas, por sus
propiedades fisico-quimicas como la lipoficilidad (afinidad con lipidos y grasas).
Las sustancias lipofilicas al ser poco reactivas, se pueden disolver en las
membranas celulares alterando sus caracteristicas fisicas (Romina et al, 2013). El
limén y la naranja ademas de esto son plantas reconocidas por el uso comercial
de sus aceites para fines terapéuticos y cuyo pericarpio del fruto ha sido estudiado

por la presencia de sustancias, con actividad antifingica.
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CAPITULO 1. FORMULACION DEL PROBLEMA:

1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos, ocasionan una baja en la
produccion agricola, es decir, que a causa de estas se afecta el rendimiento en los
cultivos. Especificamente los dafios que causan patdogenos como Sclerotinia
sclerotiorum, pueden llegar a ocasionar la necrosis del tejido y posterior muerte de

la planta.

El Moho blanco es causado por el hongo Sclerotinia sclerotiorum o Sclerotinia
minor, un patégeno asociado especialmente en cultivos horticolas, entre los que
se destaca el cultivo de lechuga, este ultimo reporta perdidas entre un 30% a 50%
de pérdidas, segun lo reportado por Arias y Tautiva (2007). Esto ha implicado la
basqueda de diferentes alternativas de control para Sclerotinia sclerotiorum, como
lo son el tipo quimico, fisico, mecanico y biolégico. Este Ultimo se caracteriza por
antagonistas naturales (hongos y bacterias que son enemigos haturales, y
efectlan un control sobre el crecimiento del organismo) de los cuales se reportan
alrededor de 30 especies entre hongos y bacterias, para este patdgeno (Adams y
Ayers, 1979).

En el control biol6gico no solo se basa en uso de organismos vivos, a parte de
estos también se emplean sustancias o extractos naturales, de los cuales se
reporta mas de 3000 compuestos naturales de origen vegetal que han sido usados
para el manejo de diferentes patégenos, mediante un mecanismo que muestra
una actividad bactericida, insecticida, nematicida y fungicida (Regnault, 2004;
Obledo et al., 2004; Kagale et al., 2004). Dentro de estas sustancias los aceites
esenciales (AE) tienen gran variedad de componentes, pero todos volatiles (se

evaporan a temperatura ambiente) y actian como defensas de las plantas contra
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insectos, bacterias, hongos e incluso herbivoros (Dominguez, s.f.). Sin embargo el

control de Sclerotinia sclerotiorum, con aceites esenciales de diferentes especies
vegetales (Syzygium aromaticum, Pelargonium graveolens, L. angustifolia,
Cupresus sempervirens, M. piperita, Santolina chamaecyparissus, Citrus sinensis,
Pogostemon patchouli, Thymus mastichina, Thymus vulgaris, Eucalyptus globulus
y R. officinalis), de los cuales las especies Thymus mastichina y Eucalyptus
globulus, han sido una alternativa para su manejo, entre estos se conoce algunos
aceites de citricos como: Citrus sinensis (Naranja Dulce), con un porcentaje de
inhibidn del 78,2%, (Didnez, 2018); pero aun asi la especie Citrus latifolia (Limén
Taiti), no es mencionada para su control, por lo cual esta investigacidén propuesta,
parte de esta problematica para indicar si el uso de estos citricos es viable para el

control de este hongo patogeno.

1.2. ANTECEDENTES

A continuacion, se indican algunas investigaciones donde se ha estudiado el
control de Sclerotinia sclerotiorum en diferentes cultivos de importancia agricola,

que resaltan los factores que han permitido controlar este fitopatégeno.

Las alternativas de control frente a este y otro patdégenos de importancia agricola,
se han orientado a mejorar la sostenibilidad de los sistemas productivos, con la
implementacion de productos biolégicos dentro de los planes de manejo integrado.
En un trabajo de campo, descriptivo y aplicativo realizado en plantas aroméaticas
para comercializacion, mediante la “Evaluacion de un extracto a base de tomillo
(Thymus vulgaris) para control de Sclertotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea y
Fusarium oxysporum”, por medio del método de dilucion en agar se encontré un
74% de inhibicion en el crecimiento de los tres hongos evaluados, con el uso del

extracto acuoso a una concentracién de 500 gr/L del material. Se resalta en el

18
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estudio que el uso de este control es de uso preventivo y no curativo (Lizcano,

2014)

Como otra alternativa de control biologico para organismos patdogenos, se ha
empleado hongos antagdnicos, ya que por su comportamiento natural inhiben el
crecimiento de otros organismos, con base en ello en el trabajo de investigacion
“Biological control of Sclerotinia sclerotiorum on lettuce: does the efficacy of
protection depend on the cultivar and the strain of pathogen”, evalué que efectos
presentaba el control de S. sclerotiorum con Coniothyrium minitans, por el método
de enfrentamiento. La investigacion de tipo experimental, y evaluativa encontrd
que el control con C. minitans varia segun el tipo de cepa de S. sclerotiorum,
(Azis, 2015).

Dentro del manejo integrado para este patdgeno, se busca emplear diferentes
practicas y asi disminuir el uso de productos de sintesis quimica para evitar que el
organismo genere resistencia. La evaluacion de estos planes es importante para
definir alternativas de control adecuadas, en relacibn a esto el trabajo de
investigacién “Caracterizacion, analisis espacial y manejo integrado del moho
blanco (S. minor Jagger y S. sclerotiorum (Lib.) de Bary), en lechuga Batavia
(Lactuca sativa L. var. capitata), en la vereda la moya (Cota-Cundinamarca)’, de
tipo experimental, descriptivo en campo, tenia como finalidad identificar la
distribucién e incidencia en el campo de cultivo de la enfermedad moho blanco. Se
encontr6 que dos extractos a base de ajo y manzanilla en condiciones de
laboratorio al ser probadas en campo como practica de manejo no ayudaron en el
control a diferencia de la solarizacion como método de control mecanico, la cual

disminuyo la formacion de esclerocios, (Smit, 2007).

El control de Sclerotinia scleotiorum es una de las labores que tiene prioridad

dentro de los cultivos afectados por este patdégeno, en el trabajo de investigacion
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“Estudio de la actividad antifungica de aceites esenciales”, mediante el método

dilucion en agar se probaron cuatro concentraciones de los aceites esenciales a
partir de Cistus ladanifer L., Bupleurum gribaltarium Lam. y Pistacia terebinthus L.,
en varios hongos fitopatdgenos, entre los que se destaca S. sclerotiorum. En esta
investigacion de tipo experimental y evaluativa se encontré que en las medidas del
halo de inhibicion tomadas a los 2, 5 y 10 dias de crecimiento presentd un
porcentaje de inhibicion del 84% y 89%, con el AE de Bupleurum gribaltarium

Lam., en concentraciones de 100ul/L y 2000ul/L, respectivamente (Avila, 2016).

1.3.  JUSTIFICACION

En la actualidad se cuentan con diferentes alternativas para el control de
Sclerotinia sp., e incluso algunas de estas buscan disminuir el impacto en el medio
ambiente y la salud humana; lo que atafie a el manejo sostenible de los sistemas

productivos.

Este fitopatdgeno es el agente causal de varias enfermedades en cultivos de
interés agricola, entre estas se destaca el moho blanco que afecta el cultivo de
lechuga, generando pérdidas econdémicas significativas entre el 80% y 100%
(Falta CITA). Al ser un organismo polifago, indica que tiene un rango de
hospederos amplio, que se estima es de 500 especies de plantas de 75 familias
(Saharan y Mehta, 2008). Su patogenicidad se debe a que puede permanecer en
el suelo por largos periodos, por medio de unas estructuras de resistencia
denominadas esclerocios, a partir de las cuales genera micelio bajo las
condiciones de un humedad y temperatura adecuadas, y asi desarrollarse en el

huésped.

Encontrando que esta enfermedad es de importancia dentro del cultivo de

Lechuga (Lactuca sativa L.), lo que incide en la disminucion de la productividad en
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forma significativa, nos lleva a evaluar que es una problematica en los sistemas

productivos que se dedican a producir esta hortaliza en nuestro pais.

La necesidad de buscar alternativas que sean viables para los productores dentro
del manejo integrado, nos da la pauta para evaluar la actividad antifingica del
aceite esencial de dos especies de citricos, como lo son Naranja (Citrus sinensis)
y Limon (Citrus latifolia), lo que representa un beneficio para la produccién de este
cultivo, al ser un método para el control del agente causal del moho blanco en el
cultivo de Lechuga (Lactuca sativa L.), ademas de ser una contribucion en el

manejo sostenible de este fitopatdgeno.

En este caso la importancia de esta investigacion, va en busca de aportar a
nuevas alternativas de control, que partan de productos bioldgicos para un
beneficio econémico dentro del cultivo, que genere un menor efecto negativo en el

ambiente a diferencia de los productos de sintesis quimica.

1.4. Formulacion del problema:

¢ Tendran accidén antifiUngica los aceites esenciales obtenidos de las especies
Citrus sinensis L. y Citrus latifolia, para inhibir el crecimiento de Sclerotinia sp.,

agente causal del moho blanco en Lechuga?
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo general:

Evaluar in vitro la actividad de aceites esenciales de Limén (Citrus latifolia) y

naranja (Citrus sinesis) sobre el hongo fitopatogeno Sclerotinia sp.

1.5.2. Objetivos especificos:

Obtener aceites esenciales a partir de cascaras de limén y naranja, comparando
su rendimiento mediante el método de destilacion seleccionado

Identificar la técnica in vitro mas apropiada para evaluacion del efecto de los

aceites esenciales de limon y naranja sobre Sclerotinia sp.

Evaluar la actividad de los aceites esenciales de limon y naranja a distintas

concentraciones frente al hongo fitopatégeno de Sclerotinia sp.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Fungicidas Bioldgicos

Los Fungicidas biolégicos, son compuestos que se especializan en inhibir o
controlar el desarrollo de los hongos (Martinez, 2012). Estos generalmente se
derivan de organismos vivos como bacterias u hongos, que consiguen ser
enemigos naturales de otros organismos, pero también pueden estar constituidos
por una sustancia extraida (generalmente biomoléculas, que tienen alguna accién
de interés) con funcién de controlar el desarrollo de otro organismo, y que al estar
concentrada o diluida producida por algun organismo, se complementa o no con

coadyuvantes necesarios (Lifian, 2015).

En la actualidad se producen en el mercado una gran variedad de productos a
base de estos organismos, que pueden encontrarse en el suelo, o en la superficie
de las plantas, de los cuales la gran mayoria estan aprobados para su uso en la
agricultura organica. Los modos de accién de los fungicidas biologicos, funcionan
de forma diferente a los fungicidas sintéticos, algunos de estos mecanismos
incluyen: Competencia, debido a que el agente de control biolégico es mas
eficiente en obtener nutrientes y espacio que el patégeno, por lo tanto, es
recomendable que este ya haya sido aplicado antes de la llegada del patdgeno,
(Lifian, 2015).

2.1.1. Generalidades de los Aceites esenciales (AE)

Los aceites esenciales (AE) son sustancias altamente volatiles que son
sintetizadas en las plantas y almacenadas en distintas partes de estas, son
generalmente volatiles a altas temperaturas (Martinez, 2011). Muchas especies de
plantas producen aceites esenciales, que pueden llegar a ser usados para el
control de hongos, debido a que estas se integran por componentes que juegan un

rol importante en los mecanismos de defensa del hospedero contra el patdgeno.
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Se ha demostrado a traves de investigaciones que estos aceites son inocuos para

con el medio ambiente y tienen un efecto fungicida (Gogoi et al., 1997; Pitarokili et
al., 1999; Mepagala et al., 2002).

De acuerdo a estudios, se ha determinado que entre los componentes que mayor
representacion tienen en los frutos citricos, se tiene el Limoneno, citral y linaloo,
(Moufida y Marzouk 2003), el limoneno como componente mayoritario que al ser
un monoterpeno, se le asocia la funcidén de inactivar la membrana citoplasmatica
lo que resultan en afectar la sintesis de proteinas intracelulares y extracelulares,
encargadas de mediar distintos procesos en el funcionamiento de la célula
(Cowan, 1999); en cuanto a los dos consiguientes, se han identificado por su
actividad antimicrobiana (Caccioni et al., 1998). Estos compuestos son
reconocidos, en su mayoria por su accion antifungica natural, por lo que logran

inhibir a varios patégenos (Razzaghi-Abyaneh et al., 2008 y 2011).

2.2. Enfermedades causadas por hongos, cultivos horticolas

En el suelo habitan una gran diversidad de hongos, entre estos los patégenos de
plantas o fitopatdgeno como también se les conoce, estos actian en el suelo o la
rizosfera (Wainwright, 1988; Lodge, 1993), causando varias enfermedades, que
afectan de forma significativa la productividad de los cultivos, al ser hospederos en

plantas y atacar partes como el tallo, raiz, hojas e incluso el fruto.

Las enfermedades causadas por hongos, se basan en el triangulo de la
enfermedad, el cual se compone del ambiente, el hospedero y el patégeno. El
aspecto ambiente es el mas complejo debido a que se puede manipular las
condiciones de este para disminuir o mitigar los efectos de una enfermedad, que

en este caso puede ser un patégeno que afecte a la raiz de la planta.
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El riego juega un papel importante en la aparicion de enfermedades, puesto que si

no se tiene importancia en la cantidad de agua que se aplica puede generar
problemas como Pythium y Phytophthora son mohos del agua y prefieren un
sustrato humedo. El riego en exceso genera el mejor ambiente para estos agentes
patbgenos y ademdas estresa las raices de las plantas, lo que las vuelve
susceptibles su ataque. Fusarium, Rhizoctonia y Thielaviopsis también necesitan
un medio humedo, pero no necesariamente un sustrato humedo para desarrollarse
(Buechel, 2017).

El movimiento del aire también entra en juego debido si no hay circulacion de este
debajo de la parte foliar de la planta, aumenta la humedad en la zona cerca del
cuello de la raiz y por lo tanto se disminuye el consumo de agua por parte de las
raices en el suelo, permaneciendo este humedo por méas tiempo, secandose
lentamente, lo que facilita que haya exceso de agua y por lo tanto las plantas
entran en un estado de estrés y son mas susceptibles al ataque de patdégenos.

Dentro de las enfermedades mas comunes en los cultivos horticolas se

encuentran:

Antracnosis: Causada por el hongo Colletotrichum corda, el cual afecta
principalmente la parte aérea de la planta mostrando manchas de color pardo
oscuro gue se convierten luego en lesiones concavas con una masa gelatinosa de
color rojizo o salmoén. Este patégeno ataca principalmente a cultivos tales como:

Tomate, repollo, arveja, pepino, pimenton, etc.

Alternaria: Es una enfermedad que afecta las hojas, tallos, semillas, flores y bulbos
de varias especies de hortalizas, que dentro de sus principales sintomas se

encuentran la formacion de anillos concéntricos de color purpura, seguido de la
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muerte del tejido, en el caso de lechuga se presentan puntos necréticos que al

desarrollarse generan halos de color amarillo y en el bulbo de la cebolla se
presenta pudricion del cuello de la raiz, que luego penetra en el bulbo. Esta

enfermedad es causada por el hongo Alternaria Ness.

Damping off: Enfermedad conformada por un complejo de hongos que puede
estar integrado por Pythium nees, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Rhizoctonia solani y Sclerotium tode. Esta enfermedad afecta durante la etapa de
vivero y en el estado de plantula, causando el amarillamiento de las hojas, el
doblamiento del tallo y la muerte de la planta en corto tiempo, esta enfermedad
ataca también a una gran variedad de hortalizas tales como: citar el brécoli, la
coliflor, la lechuga, la acelga, el calabacin, el apio, la cebolla, el cilantro y la

espinaca.

Moho gris: Es una de las enfermedades de mayor ocurrencia en cultivos de
hortalizas, causada por el hongo Botrytis cinerea Pers, causando el
envejecimiento prematuro de los tejidos, formando una capa fructifera de moho
color gris sobre el tejido afectado. Esta enfermedad ataca cultivos tales como
brécoli, coliflor, lechuga, repollo, acelga, calabacin, apio, cebolla, arveja, pimenton,

alcachofa y tomate de mesa, entre otros.

2.3. Control biolégico con aceites esenciales de citricos

Muchas especies de plantas producen aceites esenciales los cuales juegan un rol
importante como mecanismos de defensa de las plantas hospederas contra

agentes fitopatdbgenos como hongos (Mihaliak, et al., 1991).

Los aceites esenciales se han convertido en una alternativa ideal para el cuidado

del medio ambiente debido a su inocuidad, sin alterar la biodiversidad ni la salud
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de los consumidores de los productos tratados. Ademas de presentar beneficios

como el control de hongos en poscosecha y la reduccion del uso de agroquimicos
para el control de enfermedades provocadas por hongos. Varios autores han
demostrado las propiedades antifiungicas que poseen los aceites esenciales
(Muller-Riebau et al., 1995, Wilson et al., 1997, Daferera et al., 2003). La actividad
antifingica en estos estudios estuvo fuertemente asociada con fenoles

monoterpénicos, especialmente el timol, carvacrol y eugenol.

Los terpenos se denominan como compuestos quimicos, los cuales se pueden
encontrar en: hormonas, pigmentos o aceites esenciales extraidos de algunos
citricos (Quintana-Obregon et al, 2017). Los aceites esenciales por lo general
contienen sustancias denominadas monoterpenos, de estos los mas comunes son
limoneno y el mentol (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009). Donde se tiene
presente que el limoneno es uno de los compuestos comunes en los aceites

esenciales de citricos.

Los aceites esenciales obtenidos a partir de citricos son una importante alternativa
gue ademas de ser segura, Se caracteriza por presentar una composicion de tres
fracciones, las cuales se conocen como: hidrocarburos terpénicos, compuestos
oxigenados y compuestos no volatiles; la primera es la mayor proporcién (Ong,
2012).

2.3.1. Aceite esencial de Naranja (Citrus sinensis)

El aceite esencial de naranja (Citrus sinensis L.) en su composicion presenta en
mayor cantidad monoterpenos, de los que se destaca el limoneno (90%-96%),
linalol (1%-2%) y cineol (1%), siendo este ultimo el que se encuentra en menor

proporcion, (Guédez et al., 2014).
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Estos componentes han funcionado por su actividad inhibitoria en el crecimiento

de diferentes hongos poscosecha como: Penicillium digitatum y Penicillium
italicum, (Caccioni et al., 1998). En otro estudio inhibieron 100% del crecimiento de
Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium indicum, Fusarium solani, Rhizopus
stolonifer y Aspergillus flavus, hongos patdégenos del fruto de Carica papaya L.,
bajo las concentraciones 2.5% y 5% de AE de naranja. Lo cual favorece la

conservacion de frutos en etapa de poscosecha.

Como una alternativa en el manejo integrado de los cultivos, el uso de este aceite
esencial ha permitido el control de hongos fitopatogenos como: Fusarium
oxysporum causante de podredumbre interna del tallo (Alzate et al., 2009),
Alternaria tenuissima (Quintana-Obregon et al., 2017).

2.3.2. Aceite esencial de Limon (Citrus latifolia)

Su aceite esencial se caracteriza por ser una sustancia volatil, soluble en alcohol o
éter y poco soluble en agua, que ademas tiene como principal constituyente
quimico el limoneno que representa algo mas del 60% (Cadena et al., 2009). Este
aceite al igual que el aceite esencial de naranja, presenta limoneno (46,3%,
Estevam et al., 2016), linalol (1,4 %) y cineol (0,8 %) aunque varia su proporcion,
(Kumar et al., 1992; Vélez, 2016).

En lo que se ha investigado, los aceites de citricos son generalmente empleados
en etapas de postcosecha para conservacion de los frutos, ya que estos estan
expuestos a agentes patdgenos como hongos o bacterias. En un estudio se
encontro que el aceite esencial de la especie Citrus lemon, mostro inhibicion frente
a Aspergillus niger (en concentracion de 0,71% y 0,94%. Reduciendo el
crecimiento en un 29,5%), Aspergillus flavus (en concentracion de 0,71% vy

0,94%), Penicillium verrucosum (en concentracion de 0,47% y 0,71%. Reduciendo
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el crecimiento en un 38,4% y 47,7%, respectivamente) y Penicillium chrysogenum

(en concentracion de 0,41%; 0,71% y 0,94%), (Viuda-Martos et al, 2008).

Estos resultados determinaron que las concentraciones, indican una actividad
importante de este aceite a una baja concentracion, siendo que esta no alcanza ni
el 1%. La accion que estos cumplen se refiere a los compuestos fendlicos, que
interactian con la membrana celular, logrando inhibir el crecimiento celular
(Knobloch, Pauli, Iberl, Wigand, & Weis, 1989; Sikkema de Bont, & Poolman,
1995).

2.4. Generalidades del cultivo de lechuga

El cultivo de lechuga es originario de la cuenca del Mediterraneo en la costa
meridional, y algunos paises de Asia central como la India. En Colombia es un
cultivo que tiene no solo una gran importancia estratégica dentro del sector rural,
si no que ocupa un lugar destacado en el suministro urbano de alimentos. Dentro
del grupo de hortalizas de hoja, la lechuga es la mas importante en el pais
(Jaramillo, 1989). Gracias a su rapido ritmo de crecimiento, la producciéon de

lechuga puede ser obtenida durante todo el afio (Guenkov, 1974).

Clasificacion TaxonOmica
Reino: Plantae
Division: Espermatofita
Clase: Angiosperma
Familia: Compositae (Asteraceae)
Geénero: Lactuca

Especie: L. sativa

La lechuga es una planta anual, dicotiledonea, perteneciente a la familia

Compositae, que en su morfologia cuenta con una raiz pivotante, corta que puede
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llegar a medir hasta 30 cm de profundidad, con pequeias ramificaciones, (Granval

& Graviola, 1991; Valadez, 1997; Alzate & Loaiza, 2008). Las hojas son de forma

lanceolada, oblongas o redondas. Dependiendo de la variedad el borde puede ser
ondulado, liso o lobulado de color verde amarillento, rojizo o parpura, (Granval &
Graviola, 1991; Valadez, 1997). El tallo es pequefio, corto, cilindrico y no se
ramifica cuando la planta esta en estado 6ptimo de cosecha, luego de este periodo
el tallo puede alcanzar una longitud de 1,2 metros y generar inflorescencias
(Valadez, 1997).

2.5. Principales enfermedades del cultivo de lechuga

Debido a las condiciones de humedad y precipitacion del cultivo, la presencia de
hongos es cada vez mas frecuente, lo que genera enfermedades, que afectan

principalmente las hojas como parte de la planta que se comercializa.

Entre las enfermedades ocasionadas por hongos fitopatdogenos, que afectan este
cultivo especificamente en sus hojas, tallo y raiz, se encuentran: Botrytis cinerea
(moho gris, pudricion basal), Cercospora longissima (Cercosporiosis),
Michodochium panattonianum (Antracnosis de la lechuga), Bremia lactucae
(Mildeo velloso), Fusarium oxysporum f. sp. Lactucae (Sacc) (Marchitez vascular)
y Sclerotinia sclerotiorum (Libert.) de Bary o Sclerotinia minor Jagger (Pudricion

blanda o moho blanco). (Alvarez et al., 2016).

En condiciones de la sabana de Bogota, se ha encontrado afectacion
principalmente por Botrytis sp. y  Sclerotinia sp., donde Lactuca sativa var.
Romana es afectada por esta ultima en un porcentaje de 86% y en Lactuca sativa
var. Batavia en un 94%. Sumado a esta afectacion, el exceso de humedad en el
suelo, es un factor clave para el desarrollo de estos hongos (Pifieros, 2010), De
estos el hongo Sclerotinia sp., es uno de los principales patogenos en el cultivo de

lechuga.
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2.5.1. Moho blanco por Sclerotinia sp.

Esta enfermedad se halla asociada a dos agentes causales, como lo son:
Sclerotinia

sclerotiorum (Lib.) de Bary y Sclerotinia minor Jagger (Steadman, 1979; Subbarao
et al.,, 1997; Subbarao, 1998). Donde basicamente la diferencia entre estas
especies es en cuanto a caracteristicas morfolégicas, donde el primero presenta
un tamafo de esclerocio mas grande a diferencia del segundo. La presencia de
los sintomas en las partes afectadas, son similares (Willestts y Wong, 1980) en
relacion a la observacion del dafo, esta se manifiesta en una podredumbre basal
de la planta que termina muriéndose rapidamente, por lo que la planta se pierde

totalmente pocos dias antes de la cosecha.

Especificamente S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, se caracteriza por crecer
saprofiticamente sobre la materia organica del suelo, es asi como puede entrar en
contacto con la planta para luego el micelio penetrar en el tejido y asi establecer la
infeccion, al igual puede ocurrir con las ascosporas, las cuales son las
responsables de la reproduccién sexual del hongo, y tienen como funcién germinar
en condiciones ambientales ideales para desarrollo del hongo, las ascosporas son
producidas por medio del apotecio, las cuales entran en contacto con las hojas,

para luego generar la infeccién, (Sommer et al, 2011).

Morfologia:

Particularmente S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, es un hongo Ascomycete, que
pertenece a la familia Sclerotiniaceae, que causa dafios severos a cultivos de
importancia agricola alrededor del mundo. (Duncan, 2003). Por medio de la
formacion de esclerocios como una estructura de resistencia, que se presenta de
manera endurecida y de color negro, o forma apotecios de los cuales emergen

ascosporas, que al ser dispersas pueden ocasionar infeccion en la parte aérea de
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la planta. En laboratorio su aislamiento se facilita, se diferencia por escaza

formacién de micelio y reducida formacién de esclerocios, los cuales presentan un
tamafo de 2 a 10mm de diametro, estos se forman a partir del micelio algodonoso,

que se establece sobre las lesiones en el tejido (Pérez et al., 2009).

De acuerdo a Bolton et al, (2006), Sclerotinia sclerotiorum se encuentra dentro de

la siguiente clasificacion taxonémica:

Subdivision (Filum): Ascomycota
Clase: Discomycetes
Orden: Helotiales
Familia: sclerotiniaceae
Geénero: Sclerotinia

Especie: S. sclerotiorum

Epidemiologia y ciclo de vida:

Se caracteriza por presentar dos fases de crecimiento, que se describen a
continuacion: Primera, representada por formas de resistencia denominadas
esclerocios, la cual corresponde al 90% del total, (Adams y Ayers, 1979), su
desarrollo requiere de condiciones ambientales apropiadas, como alta humedad y
precipitacion (Ferreira y Boyle, 1992; y Laemmlen, 2003) y la Segunda esta se
inicia cuando los esclerocios “germinan” formando micelio algodonoso poco
frondoso y de color blanco , (Laemmlen, 2003; Koike y Davis, 2009, ver figura 1).
Este patégeno tiene poca especificidad y un amplio rango de cultivos
hospedantes, que incluye mas de 400 especies de plantas principalmente
dicotiledoneas (Boland y Hall, 1994).
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Figura 1: Ciclo de infeccidn de S. sclerotiorum, en cultivos horticolas.
Fuente: (Agrios, 2005).

Sintomas:

Estos se asocian a una podredumbre en el cuello y hojas de madurez fisiologica,
de acuerdo a los sintomas en plantas de lechuga generalmente se evidencia una
marchitez de manera gradual en las hojas externas de la planta (Purdy, 1979;
Abawi et al., 1975; Subbarao et al., 1997), a medida que este se extiende y
coloniza mayor area de la misma, genera la apariciéon de unas lesiones de color
café, El ciclo se completa en un periodo de 5 a 7 dias, luego de afectar las hojas

viejas, se llega a las hojas jovenes (Kokie y Davis, 2012).
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Figura 2: Presencia de micelio de S. sclerotiorum, sobre hoja de Lechuga.
Fuente: (Delgado, 2017)

2.5.2. Mecanismos de control

En el manejo cultural, se sugiere debido a lo reportado en estudios, el uso de
labranza minima o cero, lo que puede restringir la habilidad de supervivencia con
respecto al patégeno (Bailey y Lazarovits, 2003), lo que indica que al hacerse esta
practica se intensifique la actividad microbiana del suelo, que pueda ayudar a el
control del microorganismo patogénico (Cook, 1990). Con el fin de mantener las
condiciones no adecuadas para su desarrollo, el apropiado uso del riego es
importante (minimizar condiciones de humedad), y la implementacién de un arado
profundo, dejando los esclerocios a mayor profundidad en el suelo, (Wu y
Subbarao, 2003; Gulya et al, 1997; respectivamente), son practicas que facilitan el

control de este microorganismo.

Algunos grupos quimicos de fungicidas, empleados para el control de S.
sclerotiorum (Ss); dicarboxidas, benzimidazoles, (NCIPMC, 2006), este ultimo
grupo de fungicidas pertenecen al Grupo Bl: donde se relacionan con inhibir la

sintesis de ADN, (FRAC, 2018). Siendo el Carbendazim es un fungicida del grupo
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de los benzimidazoles (0,1%) uno de los productos de sintesis quimica mas

comun, su aplicacién foliar se ajusta a los 65 dias después de la siembra (65 dds),
de acuerdo a lo reportado por (Ghasolia y Shivpuri, 2008). Entre otros ingredientes
activos, empleados pare el control de este patégeno en plantas se conoce el
Iprodione, Vinclozolin, Procimidona y Benomil, que han mostrado control, al
momento de ser aplicado alrededor de las plantas, (Avila y Velandia, 1992).
Debido a la degradaciéon de estos compuestos en el suelo se conoce que

S.slerotiorum, agente causal del moho blanco muestra resistencia.

En relacion al control biolégico, se han empleado antagonistas naturales varias
especies de hongos del género Thichoderma sp., al presentar un comportamiento
de micoparasitismo, lo que indica que este logra alimentarse de S. sclerotiorum
(Anas y Reeleder 1987; Kim y Knudsen 2008; Knudsen et al.1991), y Coniothyrium

Minitans, que también actlda por relacion de parasitismo (Elsheshtawi et al. 2017).

Sin embargo, el uso de productos quimicos es cada vez mas frecuente, generado
impactos ambientales y sumado a esto la resistencia de los patdégenos siendo una
amenaza aun presente (Gossen et al, 2001, Wang et al, 2014), haciendo
necesario la implementacion de nuevas alternativas de control, que permitan
rendimientos competitivos, manteniendo como prioridad la salud humana, vegetal

y del suelo (Hariprasad y Niranjana, 2009).

Un producto fungicida con la capacidad de controlar S. sclerotiorum, es el
ingrediente activo Benomyl, del grupo quimico benzimidasoles, donde el modo de
accion de estos componentes se basa en la inhibiciébn de la mitosis, mediante la
anulacion de la formacion de microtubulos en el citoplasma de la célula,
impidiendo la division celular, creando un desorden citoplasmatico de tipo general.
El Benomyl es un producto sistémico, es decir es absorbido por las hojas y raices,

y cuando el hongo empieza a alimentarse de los fluidos de la planta es afectado,
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este ingrediente activo actla contra hongos patégenos del Phylum Ascomicetes y

algunos Basidiomicetes, en diversos cultivos de hortalizas, cereales y frutales, en
la etapa de poscosecha para el control de hongos en almacenamiento. (UNCR,
2006).

36



Universidad de Cundinamarca
Extension Facatativa

Facultad de Ciencias Agropecuarias
CAPITULO 3. MARCO DE REFERENCIA.

3.1. Enfoque:

Es de caracter cuantitativo y cualitativo, en relacion a que la recoleccion de datos
numéricos mediante procedimiento estadistico. Se obtienen datos cuantificables, y
los resultados no son afectados por el investigador. Las conclusiones derivadas

contribuiran a la generacién de nuevo conocimiento.

3.2. Tipo deinvestigacion:

Experimental: Al presentar un disefio experimental, busca analizar el efecto
ocasionado por la manipulacion de una o mas variables independientes sobre

otras dependientes.

3.3. Procedimiento y materiales:
3.3.1. Localizacion

La etapa in vitro fue desarrollada en el laboratorio de la Linea de Biotecnologia y
Nanotecnologia, el cual se halla ubicado en el Tecnoparque Nodo-Bogota - SENA

(Servicio Nacional de Aprendizaje).

El trabajo se ejecutd entre un periodo de afio 2017 al 2018 y se llevé a cabo en las
instalaciones del Tecnoparque Nodo-Bogota. Teniendo en cuenta que el lote del
cual fueron reservadas las muestras infectadas, se ubica en el Centro de
Biotecnologia Agropecuario - SENA, Kilometro 7 via Mosquera, en la Unidad de
Agricultura. En un area de 3000mts?, con aproximadamente 13.000 plantas
sembradas, donde se identificaron sintomas de la enfermedad y signos del

patogeno, teniendo en cuenta que el periodo de cosecha se habia excedido.
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CAPITULO 4. MARCO METODOLOGICO

4.1. Métodos
4.1.1. Recoleccion de la muestra del material vegetal

Las muestras recolectadas de Sclerotinia sp., se tomaron de un surco cultivado
con Lechuga (Lactuca sativa L.) tipo Batavia var. Grandes lagos, (Figura 3-a)
ubicada en la unidad de agricultura del Centro de Biotecnologia Agropecuario
(CBA), que pertenece al SENA - Seccional Cundinamarca. Para este
procedimiento se procede a tomar muestra de varias hojas infectadas, que fueron
reservadas en sobres de manila marcados con datos del predio, tipo de cultivo,
ubicacion y area de siembra, luego se almacenaron en bolsas herméticas para su
transporte al laboratorio.

Seguidamente se realiz6 una identificacion previa de la sintomatologia en las
plantas de acuerdo a lo indicado por Koike y Davis, (2009), para lo cual se realiz6
seleccion de hojas afectadas, de las cuales se tomoé trozos de tejido que fueron

dispuestos en cadmara humeda, para asi visualizar el crecimiento del patégeno,

(Figura 4-derecha).

Figura 3: (a) Zona de cultivo, delimitada para la toma de muestras, (b) Hojas de
lechuga con signos del patégeno (Sclerotinia sp.), observandose la presencia de

micelio tipo algodonoso. Fuente: Delgado, 2017.
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Figura 4: (a) Hoja externa de lechuga, con sintoma de marchitez y signo que
muestra la presencia de micelio algodonoso, (b) Camara hiumeda con presencia
de Sclerotinia sp., (recuadro azul), se observa color café en el tejido vegetal luego
de 5 dias. Fuente: Delgado, 2017.

4.1.2. Aislamiento hongo fitopatégeno

Una vez seleccionadas las hojas de lechuga que presentaban sintomas
caracteristicos de la enfermedad, por la presencia del patégeno, se hicieron cortes
con dimensiones de 1x1cm, que fueron sembrados en cajas de Petri con medio de
cultivo agar PDA (Papa Dextrosa Agar), y finalmente ser llevados a Incubadora por

un periodo de 7 dias, a 25°C.

4.1.3. Desinfeccidn de esclerocios

Con base a la metodologia reportada por Ouhaibi-Ben Abdeljali et al, (2016), los
esclerocios aislados se desinfectaron con hipoclorito al 5% en un periodo de
tiempo de 2min, luego fueron sumergidos en agua estéril por 1min y secados con
papel filtro estéril, para posteriormente ser sembrados en cajas de Petri con medo

39



Universidad de Cundinamarca
Extension Facatativa

Facultad de Ciencias Agropecuarias
de cultivo agar PDA acidulado, previamente preparado y ser llevados a incubadora

por un periodo de 7 dias a una temperatura de 25°C.

Luego de la desinfeccidon se realizaron siembras sucesivas, con el uso de un asa
micoldgica se dispuso en placas de Petri con medio de cultivo los esclerocios y
micelio formados. Una vez terminado el proceso se debe manejar un cierre de tipo

hermético en la caja, para evitar la contaminacion.

4.1.4. Extraccion del aceite

Generalmente en el caso de la obtencion de aceites derivados de citricos pueden
ser extraidos mediante prensado en frio, hidrodestilacion, fluidos supercriticos e

hidrodifusién con microondas y gravedad, entre otros.

En la obtencion de aceites esenciales a partir de citricos se usan métodos directos
de extraccion, ya que estan presentes en la corteza del fruto. El aceite de los
citricos esta contenido en numerosas celdas del epicarpio, y asi al momento de
ejercer una presion externa estas celdas se rompen y liberan el aceite, el cual se
obtiene y recolecta de inmediato antes de que sea nuevamente absorbido por la
corteza esponjosa que resulta después de este tipo de procesos de extraccidon
(SENA, 2009). Generalmente en el proceso de extraccion ocurren varias etapas:

« Corte transversal de la epidermis y de las celdas que contienen la esencia.
% Se presenta una presion mayor que las zonas de alrededor a través de las
cuales el aceite fluye al exterior.

< Friccion en la c4scara, con la formacién de pequefias fisuras.

Los métodos de extraccion que han sido mas empleados son de tipo directo

(compresion de la cascara) e indirecto (arrastre de vapor y hidrodestilacion
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asistida por microondas); de igual manera estos métodos han facilitado la

extraccion de los aceites, (Kingston y Jassie, 1988).

El método de Comprension o prensado, se basa en la presion ejercida por
rodillos que buscan extraer por mecanismo de esta fuerza el aceite contenido en el
epicarpio de la cascara, aunque su rendimiento no es el mas 6ptimo, a diferencia
de otros métodos el extracto no queda con solventes o alg-*una otra sustancia,
(Cerutti Y Neumayer, 2004).

El método por arrastre de vapor, se caracteriza por el manejo de la mezcla de
dos liquidos inmiscibles, que se someten a un proceso de vaporizacion a
temperaturas inferiores a las de ebullicibn de cada uno de los componentes
volatiles por efecto de una corriente directa de vapor de agua. Durante el proceso
una vez, se libera el vapor de agua, que luego pasa por un recipiente cerrado
donde se encuentra el material a destilar ya cortado en trozos de corta medida. Es
asi como la esencia por es arrastrada por el vapor, posteriormente condensada

para ser recolectada y separada de la fase acuosa, (Bandoni, 2000).

El método de Hidrodestilacion asistida por microondas (HDMO), en esta
técnica por efecto de la radiacion se calienta el agua hasta punto de ebullicion, de
tal manera que vapor obtenido ocasiona rompimiento de las estructuras que
contienen el aceite, y una vez este es liberado es arrastrado por el vapor, para
luego condensarse y quedar de nuevo en estado liquido, donde ambos son
separados por diferencia de densidades, (Kingston y Jassie, 1988 y Bandoni,
2000).
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4.1.4.1. Obtencion de aceite, por hidrodestilacion

Por medio de la recepcion del pericarpio del fruto de naranja y limon en
establecimientos donde son obtenidos como residuos organicos, se procede a

realizar la separacion de la pulpa y la cascara del fruto.

La extraccion se hizo a partir de muestras de 500gr de material fresco (cascara o
pericarpio del fruto), previamente cortado con dimensiones aproximadamente de
lcm x 1cm, se adiciono esta cantidad a un balon esmerilado de 2000ml
empleando un volumen de 500ml de agua destilada, luego se sometieron durante
40min a proceso de destilacion por el método de Hidrodestilacion asistida por
microondas (HDMO),

Figura 5: (a) proceso de Hidrodestilacion asistida por microondas, (b) balon

esmerilado con parte de material y agua en igual proporcion.

En el proceso de extraccion, se calculd el rendimiento obtenido, mediante la

siguiente formula (Ecu. 1):
Cantidad de aceite obtenido

, , * 100
Cntidad de material vegetal empleado

%Rendimiento =
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Después de la extraccion se empled sulfato de sodio anhidrido para remover el

agua, en una cantidad de 0,1gr. Los aceites de limon y naranja fueron

almacenados en viales oscuros Yy refrigerados hasta su uso.

4.1.5. Evaluacion de lainhibicion del crecimiento de micelio

Inicialmente se determiné las concentraciones que muestran una inhibicion
positiva del hongo fitopatdégeno, para lo cual se establecieron tres rangos de estas,
primero (50%-25%-15%-10%), segundo (15%-10%-5%-0%) y tercero (4%-2%-1%-
0,5%, ver Figura 5); manejando tres repeticiones por cada concentracion, mas un
control negativo (cuadro de agar con micelio del hongo sin ninguna concentracion

de aceite) y un blanco (Gnicamente medio de cultivo).

S&
S

0,5% 1%

Figura 6: Esquema con las cuatro concentraciones definidas para el tercer rango
de concentraciones, del disefio experimental.

Para determinar la dosis minima efectiva (DE) y medir el halo de inhibicion, se
empled el método por difusion en agar modificado reportado por (Fraternale et al,
2003; Alzate et al, 2009), con medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar,
acidulado con acido lactico), con pH5 y temperatura de 22 °C. Se adiciono en
frascos estériles, el volumen del soluto (aceite esencial) y solvente (Agar PDA,
acidulado) previamente medidos. Para lo cual se tenia como volumen total de la
solucion 15ml, de los cuales 0,075ml fueron aceite y 14,925ml fueron agar, esto en
el caso de la concentracion de 0,5%. Posteriormente en placas de Petri se

adiciono un volumen de 5ml del medio del cultivo.
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Figura 7: Técnica de pozos, para la prueba de inhibicién del crecimiento radial,
segun cada concentracion. (a) Caja de Petri, con pozos, (b) Adiciébn de la
concentracion en los pozos y (c) tubos ependorff con las concentraciones.

Para determinar el porcentaje de inhibicion (%]I), se empleo la técnica de pozos
(Figura 7) en base a lo reportado por Cano et al (2008), la cual permite confrontar
un fragmento del hongo, con la concentracion del aceite a evaluar, en este caso
AEN y AEL. En placas de Petri con un volumen de 5ml, se adiciona una capa
delgada de agar Mueller Hintong Modificado (tiene como Agar base PDA), se
dispone un pitillo de 11mm de didmetro y 0,6mm de alto para disefiar el pozo y
seguidamente se hace una segunda capa del medio; una vez gelifica el agar se
retira el pitillo, dejando alli el molde para adicionar la concentracion de aceite a

evaluar.

Luego se adiciona en el pozo un volumen de 25ul por cada concentracion (4%-
2%-1%-0,5%), contenida en tubos ependorff previamente estériles, la cantidad en
microlitros (ul) de AE en solucion con DMSO (Dimetilsuloxido al 99%, como
solvente), hasta completar el volumen total de 1ml de los dos aceites evaluados
por duplicado respecto a cada concentracion, se adiciona una caja como control
positivo con fungicida comercial Benomyl (Ingrediente activo, 0,5 g/L) a una

concentracion de 0,012gr/ml, comparado con un testigo (sin concentracion),
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haciendo seguimiento por un periodo de 7 dias, para hacer las mediciones del

halo de inhibicion, mediante la siguiente formula (Ecu. 2, Patifio et al., 2001):

CML — CML

Donde %IM: porcentaje de inhibicion del crecimiento radial, CML: Crecimiento

radial libre, CMI: crecimiento radial influenciado.

En total se establecieron cuatro ensayos, los cuales se distribuyeron en: (1) AEN-
micelio, (2) AEN-esclerocio, (3) AEL-micelio, y (4) AEL- esclerocio; donde para
cada uno se indicaron tres concentraciones diferentes (0,5%, 1% y 2%) junto a un
control positivo con el fungicida quimico Benomyl. La evaluacién de la inhibicién
del crecimiento radial, tuvo como finalidad verificar el efecto fungistatico de los

aceites esenciales, sobre el hongo evaluado (Tabla 1).

Tabla 1: Aceites esenciales evaluados sobre S. sclerotiorum, a diferentes

concentraciones.

Principio Concentracion (Dosis)
Controlador activo
C1 C2 C3
AEN Limoneno 0,5% 1% 2%
AEL Limoneno 0,5% 1% 2%
Benomyl 50 WP benomil 0,005gr/10ml (0,0005gr/ml)

Fuente: Propia de Autor, 2018

4.1.6. Andalisis estadistico

Se realizdé la toma de datos con un pie de rey, para cada uno de los cuatro

ensayos establecidos, realizando la toma de datos por separado para el
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crecimiento de esclerocio y el de micelio, con respeto a las diferentes

concentraciones de los aceites. En total se obtuvieron cuatro graficas (AE Limon,

esclerocio y micelio, de igual manera para AE de naranja).

En el andlisis ANOVA, se defini6 que el Promedio del crecimiento es la variable
dependiente (eje Y) y la concentracion es la variable independiente (eje X),
empleando un rango de confianza del 95%. Con un «=0,05 para la prueba de

Tukey, para lo que se empleé el programa InfoStat.
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CAPITULO 5. ANALISIS Y DESCRIPCION DE RESULTADOS.

5.1. Aislamiento e identificacion del hongo fitopatogeno

Se determind mediante la sintomatologia observada en campo en plantas de
lechuga, que el agente causal de la enfermedad fue Sclerotinia sclerotiorum,
identificando los siguientes sintomas: un color café y pudricién en la base de las
hojas (Figura 8). Como signo del patégeno se observé la presencia de un micelio
blanco y formacion de esclerocios de aproximadamente 2mm de didmetro en el
envés de las hojas mas externas. Estos sintomas concuerdan con lo reportado por
(Smith, 2007 y Pérez et al, 2009), ademas de indicar que la infeccion afecta
plantas generalmente en la etapa cercana o en la madurez, formando un micelio

blanco y posteriormente esclerocios.

esclerocios, (derecha) Hoja con presencia de micelio (recuadro rojo) en un

extremo de la hoja. Fuente: Delgado, 2017.
De acuerdo al desarrollo de la infeccion, Inicialmente las hojas menos jovenes se
marchitan y caen (Abawi et al, 1979; Subbarao et al, 1997), luego en hojas mas

jovenes se presentan lesiones de color café palido en la zona afectada (Koike y
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Davis, 2009), finalmente se presenta un aspecto de una masa viscosa en la zona

donde se aloja el hongo, con presencia de unas estructuras denominadas
esclerocios, por las cuales este consigue inocular mas area del hospedero (Avila
de Moreno et al, 1992), esto con base en la macroscopia del hongo, lo que

conlleva a diferenciar los sintomas en campo.

En relacion a la microscopia, se evidencio hifas septadas e hialinas (Figura 9), lo
qgue indica que no presentan color, esta caracteristica es propia del género
Sclerotinia sp., por lo que no es confiable para la descripcion de este hongo
(Willets y Wong, 1980). Lo que en este caso permite asegurar de qué tipo de
hongo se trata, son la presencia de esclerocios, encontrados ademas de su patron

de crecimiento.
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Figura 9: (a) Vista de las hifas de Sclerotinia sclerotiorum a 40x. (b) cepa de S.

sclerotiorum, de donde se realiz6 la lamina.

Durante el proceso de purificacion de la cepa, el hongo presento contaminacion
con otros hongos no identificados, por lo cual se empleé un protocolo de
desinfecciéon con hipoclorito al 5% y 2,5% por 2min, cuyas concentraciones

permitieron un crecimiento 6ptimo del hongo (Figura 10).
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Figura 10: (a) Crecimiento de S. sclerotiorum, desinfeccion de esclerocios 2,5%
por 2min, (b) Crecimiento de S. sclerotiorum, desinfeccion de esclerocios 5% por
2min. Fuente: Delgado, 2017.

5.2. Extraccion de aceites

Se obtuvo que en una relacién de 500gr de cascara, se obtenia 1,6ml a 2,2ml de
aceite esencial en el caso de naranja, y de 0,6ml a 1ml en el caso de limén, lo que
se respalda con un rendimiento del 0,38% AEN y del 016% AEL. La eficiencia en
el método de extraccion empleado, fue dependiente del tamafio del corte de la
cascara, indicando que a un menor tamafio se facilitaba la obtencién del aceite.

En cuanto a la composicion quimica, se obtuvo por un estudio de cromatografia de

gases los siguientes compuestos (Tabla 2).

Tabla 2: Composicion quimica de los aceites esenciales de Naranja 'y Limén.

Aceite esencial Aceite esencial Porcentaje presente, de acuerdo a la
(Citrus sinensis) (Citrus latifolia) literatura

D — Limonene (E) — Limonene oxide | 43,6% (Estevam et al., 2016)
1,4%, (Kumar et al., 1992; Vélez,

Geraniol Geraniol 2016).
0 - 4
4 — Terpineal L — alpha — Terpineal 20812) (Kumar et al., 1992; Velez,

Fuente: Propia Autor, 2018.
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5.3.  Pruebas in vitro
5.3.1. Pruebas preliminares de Inhibicion del crecimiento radial

Las alternativas en el manejo y control del fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum, ha
llevado a que el uso de sustancias naturales sea cada vez mas recurrente,
identificando entre estas el aceite esencial, que en el caso de los citricos las
concentraciones generalmente evaluadas son bajas al ser menores a 500ppm (lo
gue equivale a 500mg/L), (Martinez, 2012).

Con base en lo anterior el primer rango (0%, 10%, 25% y 50%, figura 9) y el
segundo rango de concentraciones (0%, 5%, 10% y 15%, ver figura 10), no se
midié crecimiento radial del hongo, ya que con las concentraciones minimas de
10% y de 5%, inhibieron el crecimiento del micelio en un 100% bajo condiciones
de laboratorio, siendo un indicador de que las concentraciones minimas para el

control del hongo, son inferiores al 5%.
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Figura 11: Ensayo preliminar por técnica de difusion en agar del AEN-Esclerocio
en concentraciones (a) de 10%, 25% y 50%. (b) de 5%, 10% y 15% y (c) de 4%,
2% y 1%, donde esta Ultima evidencia crecimiento del hongo entre el 6 y 7 dia, las

demas concentraciones no mostraron crecimiento al 5y 7 dia del ensayo.
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Figura 12: Ensayo preliminar por técnica de difusiéon en agar del AEL-Esclerocio
en concentraciones (a) de 10%, 25% y 50%. (b) de 5%, 10% y 15% y (c) de 4%,
2% y 1%, donde esta Ultima evidencia crecimiento del hongo entre el 6 y 7 dia, las

demas concentraciones no mostraron crecimiento al 5y 7 dia del ensayo.

Partiendo de lo anterior, se definid un tercer rango de concentraciones (0% 0,5%,
1%, 2% y 4%), donde la menor concentracion mostro crecimiento positivo del
hongo, y la mayor concentracion inhibié por completo el crecimiento del hongo.
Partiendo de estos resultados se derivaron solo las concentraciones de 0,5%, 1%
y 2%. Se empled la técnica de pozos, para evaluar cada concentracion frente al

crecimiento radial del hongo.

5.4. Efecto del AEN Yy AEL, en la inhibicion del crecimiento de micelio

La finalidad de la evaluacion, fue determinar las concentraciones optimas de los
aceites esenciales (AEN y AEL) para el control de Sclerotinia sclerotiorum,
indicando si hay o no un efecto de inhibicién de su crecimiento, tanto por micelio
como por esclerocio. En base a cada uno de ellos, se determiné el porcentaje de
efectividad con respecto a las concentraciones de 1% y el fungicida (FBy) como

control positivo.
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Tabla 3: Porcentajes de efectividad, para el control de S. sclerotiorum.

ENSAYO DE ACEITE ESENCIAL DE NARANJA (AEN) - Esclerocio

Concentracion de FBy,
respecto a la de 0,5%

Concentracion de 1%,

0,
respecto a la de 0,5% 74,19%

46,54%

ENSAYO DE ACEITE ESENCIAL DE NARANJA (AEN) - Micelio

Concentracion de FBy,
respecto a la de 0,5%

Concentracion de 1%,

0,
respecto a la de 0,5% 100%

65,1%

ENSAYO DE ACEITE ESENCIAL DE LIMON (AEL) - Esclerocio

Concentracion de FBy,
respecto a la de 0,5%

Concentracion de 1%,

0,
respecto a la de 0,5% 72,33%

89,32%

ENSAYO DE ACEITE ESENCIAL DE LIMON (AEL) - Micelio

Concentracion de FBy,
respecto a la de 0,5%

Concentracion de 1%,

0,
respecto a la de 0,5% 100%

62,90%

Fuente; Propia Autor, 2018.

ENSAYO DE ACEITE ESENCIAL DE NARANJA (Citrus sinensis L.) - AEN

(Esclerocio)

En este ensayo, no se identifico formacién de esclerocios, y para cada
concentracion se obtuvo un dato de crecimiento de la siguiente manera: con la
concentracion de 0,5% se obtuvo 0,36¢cm, la de 1% es 0,19cm, la de 2% es Ocm,
con respecto al control que fue de 0,86cm (Ver Grafica 1). Lo cual evidencia que la
concentracion de 1% es 46,54% mas efectivo que la concentracion de 0,5%, y el
fungicida (FBy, i.a. benomil) es mas efectivo en un 51,72% respecto a 1% y

74,19% respecto al 5% (tabla 3), frente a inhibir el crecimiento de S. sclerotiorum.
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Grafica 1: Promedio de crecimiento (cm) de S. sclerotiorum. Por técnica de pozos
con AEN a diferente concentracion evaluada (2%, 1% y 0,5%), en comparacion
con el control positivo (FBy = Fungicida i.a: benomil) y testigo sin concentracién
(Control).

Figura 13: Ensayo de AEN por esclerocio, en las concentraciones de 0,5%, 1% y
2%.
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Figura 14: Crecimiento de S. sclerotiorum., a partir de esclerocio, para el 7mo dia
de ensayo con las concentraciones de AEN.

Con respecto a la inhibicion de crecimiento radial, la concentracion de 2% inhibio
por completo (%IMC=100%). Se encontr6 de acuerdo a la prueba de Tukey
(p>0.05 y un nivel de confianza del 95%), que no hay diferencia significativa entre
las concentraciones de 1% y el fungicida (FBy, i.a: benomil), ya que como se
evidencia presenta igual letra (Grafica 2), con porcentajes de inhibicién del 77,73%
y 89,2%, respectivamente, en comparacion con la concentracion mas baja 0,5%,
la cual mostro una inhibiciébn de 58,33%, por lo que no seria apropiada para el
control del hongo, al ser menos efectiva que el producto quimico y las

concentraciones de 1% y 2%.
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Grafica 2: Porcentaje de Inhibicion del crecimiento radial (%IMC) de S.
sclerotiorum, con respecto a cada concentracién evaluada, en comparacion con el

control positivo (FBy = Fungicida i.a: benomil) y testigo sin concentracion (Control).

Se conoce que el aceite esencial de la especie Citrus sinensis, se ha comprobado
su efectividad en el la inhibicion del crecimiento de diferentes hongos
fitopatogenos. En un estudio se reportdé que el AE de naranja (Citrus sinensis L.),
controlo las especies de hongos Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium
indicum, Fusarium solani, Rhizopus stolonifer y Aspergillus flavus, asociados a
frutos de (Carica papaya L.) en etapa de poscosecha, en el caso de
concentraciones mas bajas como la de 1%, no hallaron diferencias significativas
(p> 0,05), a diferencia de las concentraciones de 2,5% y 5% con un porcentaje de
inhibicion (%l) del 100%. (Guédez et al.,, 2014). Lo que, en comparacion con
nuestro estudio, se obtuvo que la concentracion de 2% fue la que inhibio el

crecimiento en un 100%, con respecto a las demas concentraciones.
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ENSAYO DE ACEITE ESENCIAL DE NARANJA (Citrus sinensis L.) - AEN

(Micelio)

En este ensayo para cada concentracion se obtuvo un dato de crecimiento de la
siguiente manera: con la concentracion de 0,5% se obtuvo 0,362cm, la de 1% es
0,13cm, la de 2% es Ocm, con respecto al control que fue de 1,89cm (Grafica 3).
Lo cual evidencia que la concentracion de 1% es 65,16% mas efectivo que la
concentracion de 0,5%, y el fungicida (FBy, i.a. benomil) es mas efectivo con
respeto a el 1% y el 0, 5% (tabla 3). Es asi que la concentracion de 2% vy el

fungicida inhibieron en un 100%r el crecimiento de S. sclerotiorum.

Ensayo AEN-Micelio
2,074

1,721
1,384

1,03

Crecimiento (cm)

0,691

A
0,344
==t
0,00 T T T T
F By 2% 1% 0.5% Control
Tratamientos

Grafica 3: Promedio de crecimiento (cm) de S. sclerotiorum. Por técnica de pozos
con AEN a diferente concentracion evaluada (2%, 1% y 0,5%), en comparacion
con el control positivo (FBy = Fungicida i.a: benomil) y testigo sin concentracion
(Control).
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Figura 16: Crecimiento de S. sclerotiorum., a partir de esclerocio, para el 7mo dia

de ensayo con las concentraciones de AEN.

Con respecto a la inhibicion de crecimiento radial, la concentracion de 2% inhibio
por completo (%IMC=100%), por lo que no se evidencio formacion de micelio. Se
encontré de acuerdo a la prueba de Tukey (p>0.05 y un nivel de confianza del
95%), que no hay diferencia significativa entre la concentracion 2% vy el fungicida

(FBy, i.a: benomil), con porcentajes de inhibicion del 100%, respectivamente, es
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decir que de acuerdo a este resultado ambas son adecuada para el control de S.

sclerotiorum, en condiciones de laboratorio, lo que en comparacion con la
concentracion mas baja 0,5% con un %IMC de 80%, por lo que la aplicacion de
esta no seria apropiada para el control del hongo, ya que el fungicida quimico

presento un mejor control del hongo, con respecto a esta concentracion (tabla 3).

En un estudio reportado por Al-Taisan et al., (2014), se logré un inhibir en un
100% el crecimiento radial y formacion de micelio de S. sclerotiorum, con los AE’s
de menta (Mentha spp), canela (Cinnamomum zeylanicum) y clavo (Syzygium
aromaticum), en concentraciones de 10ppm y 100ppm. Lo que indica que el efecto
de estos aceites es efectivo al 1% de concentracion, que en comparacion a este
estudio el AEN, controlo a S. sclerotiorun a una concentracion de 2%, aunque la
diferencia es una unidad de porcentaje, se indica que los resultados de esta

investigacién, lo muestran como una alternativa de control, frente a este patégeno.

Ensayo AEN-Micelio
100,004 ¢ ¢
- ——BC

83,331 ——FB
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0,00 t T T
Control 0.5% 1% F By 2%
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Grafica 4: Porcentaje de Inhibicion del crecimiento radial (%IMC) de S.
sclerotiorum, con respecto a cada concentracién evaluada, en comparacién con el

control positivo (FBy = Fungicida i.a: benomil) y testigo sin concentracion (Control).
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En los dos ensayos del AEN, se identifico que la concentracion de 2% inhibio en
un 100% tanto la formacion de esclerocio y micelio, lo que se respalda con los
resultados encontrados por Gomez, (2014), donde en su estudio indicaron que las
concentraciones de 2% y 4% mostraron actividad antifungica, a excepcién
Fusarium semitectum que mostro crecimiento de 0,4cm vy 0,15cm
respectivamente, y que en comparacion de la concentracion mas elevada de 8%
que ellos evaluaron, fue la que presento el mayor control, que en diferencia con el
presente estudio la concentracion de 4%, se habia reportado en las pruebas

preliminares con nulo crecimiento S. sclerotiorum, agente causal del moho blanco.

ENSAYO DE ACEITE ESENCIAL DE LIMON (Citrus latifolia) - AEL
(Esclerocio)

En este ensayo, no se identificO formacién de esclerocios, y para cada
concentracion se obtuvo un dato de crecimiento de la siguiente manera: con la
concentracion de 0,5% se obtuvo 0,33cm, la de 1% es 0,036cm, la de 2% es Ocm,
con respecto al control que fue de 2,22 cm, (Ver Grafica 5). Lo cual evidencia que
la concentracién de 1% es 89,32% mas efectivo que la concentracién de 0,5%
(tabla 3) y el fungicida es 72,33% mas efectivo que la concentracion de 0,5%,

frente a inhibir el crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum.
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Grafica 5: Promedio de crecimiento (cm), de Sclerotinia sclerotiorum. Por técnica
de pozos con AEL a diferente concentracion evaluada (2%, 1% y 0,5%), en
comparacion con el control positivo (FBy = Fungicida i.a: benomil) y testigo sin

concentracion (Control).

Figura 17: Ensayo de AEL por esclerocio, en las concentraciones de 0,5%, 1% y
2%.
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Figura 18: Crecimiento de S. sclerotiorum, a partir de esclerocio en el 7mo dia de
ensayo, con las concentraciones de AEL.

Con respecto a la inhibicién de crecimiento radial, la concentracion de 2% inhibid
por completo (%IMC=100%). Se encontr6 de acuerdo a la prueba de Tukey
(p>0.05 y un nivel de confianza del 95%), que no hay diferencia significativa entre
las concentraciones de 1%, 2% y el fungicida (FBYy, i.a: benomil), con porcentajes
de inhibicion del 98,38% y 100%, respectivamente, en comparacion con la
concentracion mas baja 0,5%, se indica que esta no seria apropiada para el
control del hongo, ya que tan solo muestra un %IMC del 84%, siendo menos

efectiva que el producto quimico y las concentraciones de 1% y 2%.
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Grafica 6: Porcentaje de Inhibicibn del crecimiento radial (%IMC) de S.
sclerotiorum, con respecto a cada concentracién evaluada, en comparacién con el

control positivo (FBy = Fungicida i.a: benomil) y testigo sin concentracién (Control).
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En un estudio donde se usO aceite esencial (AE) de la especie Citrus lemon,

encontraron que tres especies de hongos asociados a el cultivo de la vid,
presentaron porcentajes de inhibicién de: Eutypa sp. (IM: 82%), seguido por B.
dothidea (IM: 48.1%) y F. mediterranea (IM: 33.1%) a una concentracion de 0.25%
(Amad et al, 2018). Sin embrago respecto a nuestro estudio, las concentraciones
de AEL, fueron entre 0,75% y 1% mas elevadas a la de este estudio, para el
control de S. sclerotiorum. (Grafica 8)

ENSAYO DE ACEITE ESENCIAL DE LIMON (Citrus latifolia) - AEL
(Micelio)

En este ensayo para cada concentracion se obtuvo un dato de crecimiento de la
siguiente manera: con la concentracion de 0,5% se obtuvo 0,56cm, 1% es 0,20cm
y la de 2% es Ocm, con respecto al control que fue de 2,05cm (Grafica 7). Lo cual
evidencia que la concentracion de 1% es 62,90% mas efectivo que la

concentracion de 0,5% (tabla 3), frente a inhibir el crecimiento de S. sclerotiorum.

Ensayo AEL-Micelio

2,287

1,96 . Crecimiento (cm)

1,631
1,319
0,981
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0,331 ’:|:‘A
0,00 t t T T

1% 0.5% Control

2% F By
Tratamientos

Crecimiento (crm)

Grafica 7: Promedio de crecimiento (cm), de S. sclerotiorum, Por técnica de pozos

con AEL a diferente concentracion evaluada (2%, 1% y 0,5%), en comparacion
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con el control positivo (FBy = Fungicida i.a: benomil) y testigo sin concentracion

(Control).

Figura 20: Crecimiento de S. sclerotiorum, a partir de micelio en el 7mo dia de
ensayo, con las concentraciones de AEL.

Con respecto a la inhibicion de crecimiento radial, la concentracién de 2% inhibi6
por completo (%IMC=100%), es decir no presento formacién de micelio. Se
encontré de acuerdo a la prueba de Tukey (p>0.05 y un nivel de confianza del
95%), que no hay diferencia significativa entre las concentraciones de 1%, 2%y el
fungicida (FBy, i.a: benomil), con porcentajes de inhibicién del 89,87% y 100%,

respectivamente, en comparacion con la concentracion mas baja 0,5%, se indica
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que esta no seria apropiada para el control del hongo, ya que tan solo muestra un

%IMC del 72,69% (tabla 3), siendo menos efectiva que el producto quimico.
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Grafica 8: Porcentaje de Inhibicion del crecimiento radial (%IMC) de S.
sclerotiorum, con respecto a cada concentracién evaluada, en comparacion con el

control positivo (FBy = Fungicida i.a: benomil) y testigo sin concentracién (Control).

En un estudio donde se us6 aceite esencial (AE) de la especie Citrus lemon,
encontraron que tres especies de hongos asociados a el cultivo de la vid,
presentaron porcentajes de inhibicion de: Eutypa sp. (IM: 82%), seguido por B.
dothidea (IM: 48.1%) y F. mediterranea (IM: 33.1%) a una concentracion de 0.25%
(Amad et al, 2018). Sin embrago respecto a nuestro estudio, las concentraciones
de AEL, fueron entre 0,75% y 1% mas elevadas a la de este estudio, para el
control de S. sclerotiorum.
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6. CONCLUSIONES.

e De acuerdo a los resultados obtenidos, se define que la concentracion de 2%,
fue exitosa al presentar un efecto fungistatico con %IMC de 100% sobre el
control de S. sclerotiorum, que a diferencia de la concentracion de 0,5%

presenta en promedio un 74% de inhibicién, frente a el hongo.

¢ La identificacidon de los hongos patégenos tanto en campo, como en laboratorio
es importante, para ayudar a el diagnostico de las enfermedades dentro del
cultivo, ademas de conocer la morfologia del hongo y asi saber como

manejarlo.

e El uso de esto aceites esenciales, se muestra como una alternativa para el
control del hongo fitopatogeno S. sclerotiorum, en porcentajes de concentracion
bajos, lo que ademas favorece el aprovechamiento de un residuo organico,

como lo es la cascara de estos frutos.

e Tanto el aceite esencial de la especie Citrus sinensis L. y Citrus latifolia,
mostraron control del crecimiento del hongo fitopatogeno. Siendo que el AEN
presento un mejor control en inhibir el crecimiento a partir de micelio y por otro

lado el AEL, inhibié mejor el crecimiento a partir de esclerocio.
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7. RECOMENDACIONES

e El desarrollo de futuras investigaciones en etapa in vivo, son importantes
para determinar si las concentraciones determinadas en laboratorio,
muestran la misma eficacia en el cultivo de lechuga, siendo uno de los méas

afectados por la enfermedad de “moho blanco”.

e Es importante, determinar si el uso de estos aceites junto a otra alternativa

de control, permite compatibilidad entre los tratamientos.

e El uso de nuevas alternativas de control, que disminuyan el uso de
productos de sintesis quimica, permite mejorar la calidad e inocuidad de los
alimentos, como es el caso del cultivo de Lechuga (Lactuca sativa L.),
teniendo en cuenta que sus hojas como producto para comercializacion,

son de consumo directo.

e La deteccion temprana de la enfermedad, permite que el manejo y su
control sea oportuno y apropiado, para realizar un plan de manejo integrado
donde se reduzca la afectacion generada por la presencia del patégeno

causante de la patologia.

e Es necesario el aporte de la investigacibn de estos y otros aceites

esenciales, en el control de hongos patdégenos, del género Sclerotinia sp.
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9. ANEXOS

ANEXO N°1:
Resultados Cromatografia de gases.

Compuestos del Naranja
Analyzed : 10/12/2016 3:15:17 PM

Bicyclo
Beta-phellandrene
Beta- myreene
4-carene
beta.-Cymene
D-Limonene
gamma.-Terpinene
4-Terpineol
Geraniol

Compuestos del Limén

Analyzed : 10/12/2016 4:12:33 PM
beta.-Phellandrene
Tricyclo
gamma.-Terpinene
1,3,8-para-Menthatriene
(E)-Limonene oxide
L-.alpha.-Terpineol
trans-Carveol

Geraniol

Isocarveol
alfa.-Copaene
alpha.-Muurolene
beta.-Bisabolene
alpha.-Panasinsen
Caryophyllene oxide
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