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RESUMEN EJECUTIVO

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antifungica in vitro de
aceites esenciales de Eucalyptus sp. microencapsulados frente a Cladosporium fulvum,
agente causal de la mancha foliar del tomate rifidn cultivado en condiciones de
invernadero. El aceite esencial fue extraido a partir de hojas de Eucalyptus globulus
mediante la técnica de destilacion por arrastre de vapor. Posteriormente, el aceite fue
microencapsulado utilizando el método de secado por aspersion, empleando
maltodextrina y goma ardbiga como polimeros microencapsulantes, con el propdsito
de mejorar su estabilidad fisicoquimica y facilitar su manejo. La actividad antifiingica
se evaluo a través de ensayos de inhibicion del crecimiento micelial y mediante la
determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) utilizando el método de
microdilucion. Los resultados obtenidos demostraron que a partir de una concentracion
del 6 % del aceite esencial microencapsulado se logré el 100 % de inhibicion del
crecimiento micelial de C. fulvum, mientras que la CMI fue del 5 %. Estos valores
evidencian una alta eficacia antifungica del aceite esencial incluso a bajas
concentraciones. Asimismo, los resultados confirman que el proceso de
microencapsulacion contribuye a preservar la actividad biologica del aceite esencial,
reduciendo su volatilidad y favoreciendo una liberacion controlada de los compuestos
activos. Los resultados destacan el potencial de los aceites esenciales de Eucalyptus
sp. microencapsulados como una alternativa natural, eficaz y sostenible a los
fungicidas sintéticos convencionales para el manejo de C. fulvum en sistemas de
produccion de tomate bajo invernadero, aportando una base solida para futuras

evaluaciones a escala de campo y estudios de viabilidad econémica.

PALABRAS CLAVE: ACTIVIDAD ANTIFUNGICA, ACEITE ESENCIAL,

MICROENCAPSULACION, EUCALIPTO
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the in vifro antifungal activity of
microencapsulated essential oils from Eucalyptus sp. against Cladosporium fulvum,
the causal agent of leaf mold in greenhouse-grown tomato. The essential oil was
extracted from Eucalyptus globulus leaves using steam distillation. Subsequently, the
oil was microencapsulated by the spray-drying method, employing maltodextrin and
gum arabic as encapsulating polymers in order to improve its physicochemical stability
and handling properties. Antifungal activity was assessed through mycelial growth
inhibition assays and by determining the minimum inhibitory concentration (MIC)
using the microdilution method. The results demonstrated that a concentration of 6%
microencapsulated essential oil achieved 100% inhibition of C. fulvum mycelial
growth, while the MIC was 5%. These values indicate high antifungal efficacy of the
essential oil even at low concentrations. Furthermore, the results confirm that the
microencapsulation process helps preserve the biological activity of the essential oil
by reducing its volatility and promoting the controlled release of active compounds.
Overall, the findings highlight the potential of microencapsulated Eucalyptus sp.
essential oils as a natural, effective, and sustainable alternative to conventional
synthetic fungicides for the management of C. fu/vum in greenhouse tomato production
systems, providing a solid basis for future field-scale evaluations and economic

feasibility studies.

KEYWORDS: ANTIFUNGAL  ACTIVITY, ESSENTIAL OIL,
MICROENCAPSULATION, EUCALYPTUS
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INTRODUCCION

En la region interandina del Ecuador la produccion de tomate rifion (Solanum
lycopersicum) en invernadero es elevada gracias a las caracteristicas ambientales
favorables de la zona. Ademas, este sistema permite cultivar tomate durante todo el
afo; sin embargo, el cultivo se ve afectado por diversas enfermedades ocasionadas por
diferentes patdogenos, cuyo desarrollo se ve favorecido por temperaturas superiores a
30 °C y humedades relativas mayores al 80 %, lo que reduce significantemente la

productividad de este cultivo (Colimba et al., 2022).

Cladosporium. fulvum es considerado uno de los hongos patdgenos que causa
pérdidas financieras significativas para los productores agricolas de tomate rifion en
invernadero por sus diferentes alteraciones fitopatoldgicas, que se pueden observar
claramente en sus hojas, ocasionando su caida temprana hasta llegar a la muerte de las
plantas de tomate. La rapida propagacion de este patdgeno se ve favorecida por
condiciones de alta humedad y temperaturas elevadas, lo que incrementa la severidad

de la enfermedad y dificulta su manejo (Aghayev, 2022).

C. fulvum inicia la infeccion cuando sus conidios se adhieren a la parte inferior
de la hoja y germinan e ingresan por los estomas. Aproximadamente una semana
después, comienzan a observarse los primeros indicios de la enfermedad, que se
reflejan en pequenas manchas de color pardo sobre las hojas A medida que el patogeno
se desarrolla, produce muchas esporas que terminan bloqueando las aperturas
estomaticas, provocando dafio en los tejidos y finalmente la muerte celular de las hojas

afectadas (Belabess ef al., 2024).

Para el control de los hongos patdgenos se utilizan diversos pesticidas, como
los carbamatos, organoclorados y organofosforados. Sin embargo, estos compuestos
quimicos han sido catalogados como contaminantes persistentes que ocasionan
degradacion ambiental. Ademas, los agentes patdogenos pueden desarrollar resistencia
a dichos productos quimicos. Debido a ello se han investigado los aceites esenciales
de eucalipto, los cuales poseen efectos nocivos contra diferentes patdégenos. No
obstante, su aplicacion en la agricultura contintia siendo limitada (Tomazoni et al.,

2017).



Los efectos adversos derivados del uso inadecuado de agroquimicos en la
agricultura han generado preocupacion por el deterioro del ecosistema. Este escenario
ha promovido la busqueda de alternativas de control fitosanitario més sostenibles.
Estudios recientes sefalan que los aceites esenciales, gracias a sus compuestos
bioactivos, poseen un notable potencial para el control y la prevencién de plagas.
Asimismo, su uso en los sistemas productivos reduce la dependencia de plaguicidas

sintéticos y favorece practicas agricolas mas seguras para el ambiente (Ayllon et al.,

2024).

El aceite esencial de eucalipto estd compuesto principalmente por 1,8-cineol
(eucaliptol), alfa-pineno, limoneno, alfa-terpineol y 2-beta-pineno. Una caracteristica
importante de los aceites esenciales de Eucalyptus spp. es su hidrofobicidad, lo que
permite al aceite adherirse a la membrana celular, afectdndola en el interior de la célula
causando alteraciones en el metabolismo de los patogenos. Esta capacidad de afectar a
la membrana celular provoca cambios en la permeabilidad y puede inducir la pérdida de
iones esenciales y desorganizacion de organelos, lo que finalmente compromete la

viabilidad del microorganismo (Merghni et al., 2023).

Existen estudios sobre la destilacion, la composicion quimica, el modo de
accion y la eficacia bioldgica de los aceites esenciales de Eucalyptus spp., los cuales
confirman que poseen propiedades medicinales y plaguicidas. Los compuestos
antifingicos del aceite esencial degradan la pared y la membrana de la célula del hongo
patdgeno, disminuyendo la actividad de las enzimas el contenido de o-lipopolisacéarido
y acidos grasos insaturados, lo que provoca dafios en la membrana celular e inhibe el
crecimiento del patogeno Esta accion de los aceites esenciales de eucalipto sobre los
componentes estructurales y metabolicos del hongo contribuye a la efectividad del
aceite esencial como alternativa biologica frente a los fungicidas quimicos

convencionales (Muthee et al., 2017).

El método de la microencapsulacion mediante secado por aspersion utiliza
polimeros naturales como goma arabiga y la maltodextrina, compuestos que presentan
propiedades emulsionantes y permiten encapsular una sustancia dentro de otra,
produciendo particulas de menor tamafio que quedan atrapadas en un agente

encapsulante (Pifieros & Cusva, 2020).



La encapsulacion por secado por aspersion de los aceites esenciales actua como
una barrera protectora que preserva el aceite durante el proceso de microencapsulacion,
el transporte y el almacenamiento, evitando perdidas por evaporacion o degradacion.
Este método se ha consolidado como una técnica eficiente y econdmica para mejorar la
estabilidad de compuestos volatiles y sensibles, como los aceites esenciales, frente a

factores ambientales como la luz, el oxigeno y la temperatura (Altay et al., 2024).

El colorante resazurina, o Alamar Blue, se emplea de forma habitual como
marcador de viabilidad celular debido a su capacidad para cambiar de color en funcidon
de la actividad metabdlica. En su forma original es azul, pero cuando entra en contacto
con células vivas es reducido a resorufina, adquiriendo un tono rosado. Este proceso
depende de enzimas oxidoreductasas que actuan en las mitocondrias, por lo que el
cambio cromatico es un reflejo directo de la respiracion celular. Por ello, este método
se ha convertido en una herramienta practica y de alta sensibilidad para analizar la

viabilidad de microorganismos (Petiti et al., 2024).

CAPITULO I.- MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes investigativos

Hakim et al. (2024) mencionaron en su investigacion actividad antifingica del
aceite esencial de Eucalyptus globulus contra Fusarium roseum, que el aceite esencial
de E. globulus presentd una notable actividad antifingica para todas las dosis aplicadas
contra la proliferacion micelial de Fusarium roseum, agente causal de la pudricion de
espigas en trigo. Las concentraciones analizadas fueron (250, 500, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500 y 4000 pg/ml) En los ensayos se determino la concentracion minima
inhibitoria (MIC) y la minima concentracién fungicida (MFC) en contra del hongo.
Los resultados indicaron que la MIC fue 1500pg/ml mientras que la MFC alcanz6 un
valor de 4000ug/ml, demostrando asi la eficacia del aceite esencial en la inhibicién y

eliminacion del crecimiento fingico.



Pujiarti et al. (2018) investigaron la actividad antifungica del aceite de
Eucalyptus urophylla frente a Aspergillus niger y Fusarium oxysporum. Para ello se
emplearon cinco concentraciones del aceite esencial: (1 mg/ml; 5 mg/ml; 10 mg/ml;
15 mg/ml; 20 mg/ml). Los resultados del experimento evidenciaron efectos
antifungicos a partir de concentraciones Clso = 1,61 mg/ml para F. oxysporum'y Clso =
13,56 mg/ml para A. niger. Los resultados manifestaron mayor efecto inhibitorio para

el hongo F. oxysporum.

Gakuubi ef al. (2017) en su investigacion de tipo experimental, la actividad
antifungica del aceite esencial de Eucalyptus camaldulensis frente a cinco especies de
Fusarium patogenas del cultivo de maiz. Se ensayaron concentraciones entre 1 y 10
uL/mL, comprobandose su efecto inhibitorio. A 7 pL/mL se observd inhibicion
completa de F. subglutinans y F. verticillioides, mientras que a 8 uL/mL se alcanzé
una inhibicion total en todas las especies evaluadas. Estos resultados destacan el
potencial de los aceites esenciales como una alternativa natural frente a los fungicidas

quimicos en el manejo de hongos fitopatdgenos.

(Alzate, 2009) en su investigacion evaluacion preliminar de la actividad
fungicida de los aceites esenciales de eucalipto Eucalyptus tereticornis, sobre algunos
hongos filamentosos mediante ensayos in vitro en medio de cultivo PDA con un
volumen de 13 mL. Se probaron concentraciones del aceite esencial que oscilaron de
10 a 4000 ppm para el aceite esencial de eucalipto. El patdogeno presento inhibicion
completa a una concentraciéon de 1000 ppm, esta concentracion impidid que se
desarrollara el micelio del hongo. Estos resultados demuestran que el aceite esencial

de E. tereticornis posee actividad antifingica significativa.

(Chibi & Hassaine, 2023) en su investigacion de tipo experimental. Actividad
antifungica del aceite esencial de Eucalyptus polybractea frente a Penicillium sp.,
Aspergillus flavus y Trichoderma viride, mediante ensayos in vitro, evaluaron la
actividad antifingica de Eucalyptus polybractea, a concentraciones bajas con (0,089
mg/L) y concentraciones altas con (0,267 mg/L). Los resultados indicaron que el
diametro de la zona de inhibicion del crecimiento micelial de Penicillium sp. alcanz6
71 mm a bajas concentraciones y 9 mm a altas concentraciones. En Aspergilus flavus

se registro6 un crecimiento de 86 mm en concentraciones bajas y de 38 mm en



concentraciones altas. Mientras que Trichoderma viride presentd una de 87 mmy 17
mm en concentraciones bajas y altas de AE. Estos valores evidencian que el aceite
esencial de Eucalyptus polybractea exhibe una mayor actividad antifingica frente a

Penicillium sp.

Fammad et al. (2024) en su investigacion efecto inhibidor del aceite esencial
de Eucalyptus globulus contra los hongos Bothyosphaeria dothidea y Fomitiporia spp.
causantes de enfermedades de la madera en viticultura. Donde evaluaron la intensidad
del efecto del aceite esencial que fue dependiente de la dosis y se incrementd con el
tiempo de exposicion donde las concentraciones de 0,25 % y 0,75 % del aceite esencial

de E. globulus resultaron eficaces contra ambos hongos patégenos.

Peralta et al. (2021) investigaron el efecto inhibitorio in vitro del aceite
esencial de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) y cascara de naranja (Citrus
sinensis Linn. Osbeck.) sobre Fusarium spp. Donde evaluaron el efecto antifungico
en contra de Fusarium en papa. Donde E. globulus en una dosis al (50% de eucalipto)
pudo inhibir el crecimiento de este patdgenos obteniendo un promedio de 43.7 mm en

area radial de la placa Petri.

Bolutari ef al. (2015) en su investigacion la actividad antifungica in vitro de los
aceites esenciales de E. globulus frente a los hongos patogenos Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus. Para el ensayo se utilizo la técnica de disolucion en medio de
cultivo, donde el aceite esencial inhibié completamente el crecimiento de los hongos
micopatogenos desde la concentracion mas baja de 500 pL hasta la concentracion mas

alta del, 3492 uL

Thi et al. (2021) en su investigacion microencapsulacion del aceite esencial de
hierba limén (Cymbopogon citratus) mediante secado por aspersion: efectos de los
parametros de la emulsion de alimentacion. demostraron que los aceites esenciales de
distintas plantas medicinales con la técnica de la microencapsulacién por medio del
secado por aspersion, con la utilizacion de polimeros como la maltodextrina al (30%)
y goma arabiga consiguieron un rendimiento destacado del (84,75%) sin dafiar la

composicidon quimica ni la calidad de los aceites esenciales.



1.2 Categorias fundamentales
1.2.1 Cladosporium fulvum Cooke.

Tabla 1

Taxonomia (C. fulvum)

Reino Fungi

Hongo Mitospdricos
Division Eumycota

Filo Ascomycota
Subdivision Deutereromycotina
Clase Hyphomycetes

Fuente: (Thomma, 2005).

Los conidios del hongo C. fulvum pueden permanecer viables durante varios
afios en el suelo y en los residuos agricolas. Cuando las condiciones ambientales son
favorables. las esporas germinan sobre la superficie foliar de la planta de tomate y
desarrollan unas hifas que penetran el tejido a través de los estomas. Una vez dentro la
hoja, el patdogeno coloniza el espacio intercelular donde se multiplica e interfiere en los
procesos fisiologicos de la planta, como la fotosintesis (Belabess et al., 2024).
Transcurridos aproximadamente 14 dias desde la germinacion, el hongo produce y
libera nuevas esporas que se dispersan por el viento o por el contacto con herramientas

y restos vegetales infectados (Charccahuana, 2023).

C. fulvum es un hongo fitopatogeno que afecta principalmente al cultivo de
tomate rifion, especialmente bajo condiciones de invernadero. La enfermedad se
manifiesta mediante la aparicion de lesiones de tonalidades amarillas a pardas en las
hojas, las cuales progresan hasta provocar el marchitamiento y la necrosis del tejido
foliar. Conforme la infeccién se intensifica, las hojas mas dafiadas tienden a
desprenderse, lo que disminuye la capacidad fotosintética de la planta y ocasiona un
deterioro general de su desarrollo. En situaciones de alta severidad, el patogeno puede
generar reducciones considerables tanto en el rendimiento como en la calidad del fruto,

afectando su peso y su valor comercial (Popov & Smirnov, 2024).



1.2.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales estdn compuestos por terpenos y compuestos
fenilpropanoides que es el componente volatil y representa “entre el 90 % y 95 %” del
peso total del aceite esencial. Esta fraccion incluye principalmente monoterpenos,
sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, ademds de pequenas cantidades no

volatiles de alcoholes, flavonoides, ésteres y aldehidos alifaticos (Hanif ez al., 2019).

Resulta imprescindible, desde una perspectiva ambiental y agricola sostenible
desarrollar nuevas estrategias que permitan proteger los cultivos frente a enfermedades
sin generar impactos a los ecosistemas. En este contexto, diversas investigaciones han
propuesto el uso de compuestos naturales, como alternativa al empleo de pesticidas
sintéticos. Entre ellos destacan los metabolitos secundarios presentes en las plantas
medicinales, los cuales incluyen terpenos, fenoles, alcaloides y otros compuestos con
propiedades antimicrobianas, antioxidantes y repelentes de patdgenos. Los aceites
esenciales representan una de las principales formas de aprovechamiento de dichos

compuestos (Devrnja & Milutinovi¢, 2022).

Gracias a su naturaleza lipofilica, los aceites esenciales pueden atravesar la
bicapa de fosfolipidos de la membrana celular de los microorganismos, alterando su
permeabilidad, desorganizando la pared celular e interfiriendo con procesos
metabolicos esenciales. Estas caracteristicas los convierten en una alternativa
prometedora para el control de patdogenos fungicos y bacterianos, reduciendo al mismo
tiempo la dependencia de agroquimicos convencionales y promoviendo una

agricultura mas sostenible (Kumar et al., 2022).
1.2.3  Eucaliptus globulus

De la familia Myrtaceae originaria de Australia se clasifican como plantas
aromaticas y medicinales, el eucalipto es cultivada por todo el mundo y posee
propiedades medicinales, sus aceites son utilizados en diferentes industrias
Aproximadamente, existen 300 especies de eucalipto, sin embargo, solo 15 especies

son estudiadas y comercializadas (Kisinza, 2021).



Tabla 2

Composicion quimica de Eucalyptus globolus, y sus porcentajes

aproximados

Componente quimico Porcentaje aproximado
1,8-cineol (eucaliptol) 63.1 %

p-Cimeno (p-cymene) 7.7 %

a-Pineno 7.3 %
a-Limoneno 6.9 %

Globulol 59%
y-Terpineno 3.51 %

Fuente: (Cmikova et al., 2023).
1.2.4  Aceite esencial de Eucalyptus sp.

Los aceites esenciales del eucalipto se sintetizan y almacenan en células
secretoras especializadas distribuidas en diferentes 6rganos de la planta. Estos aceites
estan compuestos principalmente por monoterpenos y otros compuestos volatiles que
les permiten ser utilizadas en aplicaciones industriales. El aceite esencial obtenido del
eucalipto del género E. globulus contiene aproximadamente un 80 % de 1,8-cineol

(eucaliptol), componente responsable de su actividad bioldgica (Singh et al., 2024).



Ademas, incluye otros compuestos como o-pineno, d-limoneno, p-cimeno, o-
felandreno, canfeno, y-terpineol, asi como sesquiterpenos, acidos organicos, taninos y
pigmentos flavonoides, todos ellos asociados a propiedades antisépticas, insecticidas,

bactericidas y fungicidas (Cmikova ef al., 2023).

Los aceites esenciales ejercen su accion antifingica provocando alteraciones
estructurales y funcionales en la pared y la membrana celular del hongo. La
modificacion de la permeabilidad de la membrana sufre un desequilibrio en el
transporte de iones y nutrientes esenciales. Asimismo, se ha reportado que los aceites
inducen a malformaciones celulares y dafios en las mitocondrias, al interferir con el
transporte de electrones mitocondriales, lo que interrumpe los procesos de respiracion

y produccion de energia (Leiva-Mora et al., 2025).

Ademéds, afecta la replicacion y transcripcion del material genético,
obstruyendo la sintesis de ARN y ADN, impidiendo con ello la formacion normal de
proteinas necesarias para el crecimiento y la reproduccion celular. En conjunto, estos
mecanismos conducen a la inhibicion del desarrollo del hongo y, finalmente, a la

muerte de las células patogenas (Ammad ef al., 2024).

AN

Piperitone Citronellal Citronellol Linalool 1 8-cineole
OH .
P -Cy mene c-phellandrene ar-pinene ar-terpineol Limonene
ey
Iglj i E ﬁ/\o Ac

Alloocimene y-terpinene Gerany| acetate Spathulenol a-thujene

Fuente: (Morcia et al., 2012).

Figura 1.

Diferentes componentes de los aceites esenciales de Eucaliptus globolus.



Tabla 3

Posibles mecanismos antifungicos de los componentes de los aceites

esenciales de Eucalyptus frente a hongos

Compuesto principal Modo de accion Efecto cobre hongos

Dafio de la membrana
plasmatica; aumenta la Daiio celular, fuga de

1,8-cineol
permeabilidad celular. iones y metabolitos

Interferencia con enzimas

_ . de la pared y transporte de  Inhibicion del crecimiento
a-Pineno / Limoneno

protones. micelial
) Desnaturalizacion de Inaccion de enzimas
Terpinol Globulol o '
proteinas y estrés oxidativo esenciales

1.2.5 Microencapsulacion de los aceites esenciales mediante secado por aspersion

Los aceites esenciales son ampliamente utilizados en diversas industrias, como
la alimentaria, farmacéutica, cosmética, y agricola debido a sus propiedades
funcionales, aromadticas y biologicas. Sin embargo, estos compuestos presentan alta
volatilidad y sensibilidad frente a factores ambientales como la luz, el oxigeno y la
temperatura. Para neutralizar esos efectos se emplea la técnica de microencapsulacion
mediante secado por aspersion la cual permite preserva los aceites de la evaporacion y

la oxidacion (Altay et al., 2024).

El secado por aspersion consiste en la disolucion de polimeros encapsulantes
comunmente maltodextrina y goma arabiga, los cuales actian como matrices capaces
de retener y proteger compuestos volatiles. Posteriormente, la mezcla de los polimeros

con el aceite esencial se introduce en una camara de secado, donde es atomizada en
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pequefias gotas. Estas gotas entran en contacto con una corriente de aire caliente,

provocando la rapida evaporacion del solvente y la formacion de microparticulas

solidas en las que el aceite queda recubierto por el material de pared. Finalmente, el

polvo encapsulado se recoge y almacena para su posterior uso (Sousa et al., 2022).
1.2.6 Espectrometria infrarroja (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica
analitica ampliamente utilizada para identificar grupos funcionales y determinar la
estructura molecular de compuestos organicos e inorganicos. Este método se basa en
la interaccion de la radiacion infrarroja con la materia, lo que produce vibraciones

moleculares caracteristicas de los enlaces presentes en la muestra (Amin et al., 2025).

En un espectro infrarrojo, el eje horizontal representa el nimero de onda (cm™),
que indica la cantidad de longitudes de onda contenidas en un centimetro y esta
relacionado con la longitud de onda de la radiacion. Por su parte, el eje vertical muestra

la intensidad de la radiacion absorbida por la muestra. (Agatonovic ef al., 2020).

El espectro se divide generalmente en dos regiones principales: la primera,
comprendida entre 4000 y 1500 cm™, corresponde a la denominada region de los
grupos funcionales, donde se observan las bandas de absorcidon asociadas a los enlaces
caracteristicos de ciertos grupos quimicos. La segunda region, entre 1500 y 500 cm ™,
se conoce como la region de la huella digital, ya que presenta un patrén unico e
inconfundible para cada molécula, permitiendo su identificacidon estructural precisa

(Asres et al., 2025).
1.2.7 Evaluacion del efecto antifungico de diferentes concentraciones

Se efectu6 el almacenamiento y control del crecimiento radial de los
tratamientos en los dias 7 y 14, tomando como referencia el dia inicial (dia 1). Las
mediciones se realizaron con precision milimétrica para evaluar la evolucion del
desarrollo micelial en cada tratamiento. Posteriormente, se calcularon los promedios
de los radios obtenidos y se determin6 el porcentaje de inhibicién del crecimiento

micelial (ICM) empleando la siguiente formula (Rohman, 2020).
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Rc—RT1
ICM (%)= — *100%
RC
Donde:
% ICM = Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
Rc = Radio del crecimiento micelial del control (0%)
RT = Radio del crecimiento micelial por cada tratamiento
Fuente: (Vincent, 1947)

Esta ecuacion permite determinar el grado de efecto inhibitorio del tratamiento
sobre el crecimiento del hongo en comparacion con el control, siendo valores mas altos

indicativos de una mayor eficacia antifungica (Rohman, 2020).
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Blanco Ti T2 T3 T4
PDB PDB PDB PDEB
R1 PDB +T1 +T2 +T3 +T4
{20°6) {15%%) (10%%) {5%6)
PDB PDEB PDE PDE
R2 PDB +T1 +T2 +T3 +T4
{20%%) {15%%) (1026) (5%0)
eDE PDE PDE PDE
R3 PDB +T1 +T2 +T3 +T4
{20%6) (15%%) (10%) (5°0)
PDE PDB PDB PDB
R4 PDB +T1 +T2 +T3 +T4
{20%6) (15%) (10%) {5%%)
PDBE PDBE PDE PDE
R5 PDB +T1 +T2 +T3 +T4
{20%) (15%) (1026) (5%6)
pDE PDE PDE PDE
R6G6 PDB +T1 +T2 +T3 +T4 +T7
(20%6) {152%) (10°%) {5%%) (2.5%) (1,25%) {0,625%
PDE PDE PDE PDE PDE PDB PDE
R7 PDB +T1 +T2 +T3 +T4 +T5 +T6 17
{20%%) {15%6) {10%6) {5%%) {2.5%) (1,25% 0,625%
PDB PDE PDE PDE PDB PDB PDE PDE PDB PDB PDE
RS8 PDB +T1 +T2 +T3 +T4 +T5 +T6 +T7 +T8 + + +
{20%%6) {15%) (10%%) {5%6) {2,5%) (1,25% {0,625% 0,312% Hengo Polimeros, Fungicid
Figura 2.

Placas multipocillos con diferentes tratamientos y controles

—_—
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La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante el
uso del reactivo resuzarina en placas multipocillo permite evaluar de forma cuantitativa
la actividad antifingica del aceite esencial microencapsulado frente a C. fulvum. Este
método se basa en la capacidad del hongo para reducir el reactivo, lo que produce un
cambio de color que indica la presencia de actividad metabdlica y, por tanto,
crecimiento celular. Cuando las concentraciones del aceite esencial son eficaces, el
indicador conserva un tono azul debido a la ausencia de reduccion, lo que evidencia

inhibicion del crecimiento fingico (Laala ef al., 2023).

Se utiliz6 un lector de placas multipocillo (modelo Bio Tek, EPOCH) para
medir la absorbancia durante los ensayos de inhibicion del crecimiento de C. fulvum.
Las variaciones en la coloracion del indicador Alamar Blue se registraron mediante
lecturas espectrofotométricas a 600 nm. De esta manera, los cambios detectados
representan la actividad celular y el cambio de coloracién segun la actividad

metabolica que desarrolle el hongo en cada tratamiento (Tsukatani ez al., 2014).
1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Determinar la actividad antifingica in vitro de aceites esenciales de Eucalyptus

sp microencapsulados sobre Cladosporium fulvum.
1.3.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones del aceite esencial de
Eucalyptus sp microencapsulados sobre el crecimiento micelial de C. fulvum.
e Identificar la minima concentracion inhibitoria del aceite esencial de

Eucalyptus sp. sobre C. fulvum.
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CAPITULO IL.- METODOLOGIA

2.1 Ubicacion del estudio

Provincia:

Cantén:

Parroquia:

Sector:
Latitud:
Longitud:

Altitud:

Figura 3.

Tungurahua

Cevallos

Cevallos

Campus Querochaca campus de la UTA
1°22"08" S

78°36'22" W

2 880 msnm

Ubicacion del Ensayo

ternano

6] jerock

Elaborado por: Zambrano, 2025
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2.2 Equipos y materiales
2.2.1 Egquipos

e Mini sprar dryver (Buchi B-290).

e Espectro infrarrojo (FTIR).

e (abina de flujo laminar (BIOBASE).

e Incubadora (BIBASE).

e Autoclave (M11 ultra clave).

e Micropipetas de: 1000 ml, 200 ml, 20ml.

e Refrigerador (Indurama).

2.2.2 Material de laboratorio

e Asa Drigalsky

e Matraz Erlenmeyer de 100ml.

e Probetas de 10 y 50ml.

e Pipetas de Sml.

e Botellas de vidrio ambar de 50 y 100ml.
e Bisturi.

e Aguja de inoculacion.

e Mechero Bunsen.

e Tijeras de acero inoxidable.

e C(Cajas Petri (90mm de diametro).

e Papel aluminio.

e Cubre objeto.

e Porta objeto.

e Puntas para micropipeta 200 ©1-20 ul.
e ParafilmR.

e Placas multipocillos.

e Cofias.

¢ Guantes de examinacion.

e Mascarillas.
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2.2.3 Reactivos

e Agar Papa Dextrosa (PDA)

e Agua destilada.

e AlamarBlue.

e (aldo de Dextrosa de Papa (PDB).
e Etanol al 70%

e Etanol al 90%

e Goma arabiga

e Malrodextrina

e Tween 80 al 0.05%.
2.3 Tipo de investigacion

La investigacion se desarrollo bajo un enfoque cuantitativo, ya que se basa en
la medicién objetiva y numérica de variables experimentales, como los porcentajes de
inhibicion del crecimiento de C. fulvum y las diferentes concentraciones del aceite
esencial microencapsulado de Eucalyptus sp. Lo que permite obtener datos precisos,
comparables, reproducibles y facilita analizar la relacion entre la dosis del aceite

esencial y su efecto antifiingico.
2.4 Hipotesis

Ho: No existe diferencia significativa entre los porcentajes de inhibicion de
crecimiento micelial (ICM) del aceite esencial de eucalipto con diferentes

concentraciones de A.E microencapsulado.

Ha: Existe diferencia significativa entre los porcentajes de inhibicion de
crecimiento micelial (ICM) del aceite esencial de eucalipto con diferentes

concentraciones de A.E microencapsulado.
2.5 Variables de respuesta

Para el método de dilucion en agar de los AEM se evalud el porcentaje de
inhibicién de crecimiento micelial (ICM) mientras que para el método de dilucion en

placas multipocillos se evalu6 la Minima Concentracion Inhibitoria (MCI).
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2.6 Disefio experimental

Se utilizo6 el disefio experimental completamente al azar (DCA). Este tipo de
disefio se escogid porque las unidades experimentales fueron homogéneas, asi como

las condiciones de incubacion.
2.6.1 Factores de estudio
2.6.2 Factor I:
Concentraciones de aceite esencial de Eucalyptus sp microencapsulado.
2.6.3 Tratamientos

Tabla 4

Tratamientos y controles de los aceites esenciales de Eucalyptus sp con

diferentes concentraciones mg.L-1

Numero Simbolo Descripcion

1 T1 Concentracion del Aceite Esencial al 5% en PDA.

2 T2 Concentracion del Aceite Esencial al 6% en PDA.

3 T3 Concentracion del Aceite Esencial al 7% en PDA.

4 T4 Concentracion del Aceite Esencial al 8% en PDA.

5 T5 Concentracion del Aceite Esencial al 9% en PDA.

6 T6 Concentracion del Aceite Esencial al 10% en PDA.

7 T7 Concentracion del Aceite Esencial al 15% en PDA.
Cl PDA sin aceite.

9 C2 PDA + fungicida sistémico Serpenter®

Concentraciones de aceite sin microencapsular al 5%,

10% y 15%.

10 C3
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2.7 Manejo del experimento

Primero se prepararon 50 mL de medio PDA, en matraces Erlenmeyer de 100
mL y se esterilizd en la autoclave a 120°C y 1,5 atm de presion. Se agregan las
diferentes concentraciones del aceite esencial microencapsulado (A.E.M)

correspondientes a cada tratamiento:
T1-5%: 50 mL de medio PDA +2,5 gde A EM
T2 -6 %: 50 mL de medio PDA +3g de A.EM
T3 -7%: 50 mL de medio PDA +3,5g de A EM
T4 -8 %: 50 mL de medio PDA +4 g de A.EM
T5-9%: 50 mL de medio PDA +4,5g de A EM
T6 -10 %: 50 mL de medio PDA + 5 g de A . EM
T7-15%: 50 mL de medio PDA+ 75 gde A.EM

Se vertieron 25 mL de la mezcla obtenida en cajas Petri de 90 mm de diametro

bajo condiciones estériles.
T1: 4 cajas Petri de 90 mm de diametro agregar 25 mL de mezcla.
T2: 4 cajas Petri de 90 mm de diametro agregar 25 mL de mezcla.
T3: 4 cajas Petri de 90 mm de diametro agregar 25 mL de mezcla.
T4: 4 cajas Petri de 90 mm de didmetro agregar 25 mL de mezcla.
T5: 4 cajas Petri de 90 mm de diametro agregar 25 mL de mezcla.
T6: 4 cajas Petri de 90 mm de diametro agregar 25 mL de mezcla.

T7: 4 cajas Petri de 90 mm de didmetro agregar 25 mL de mezcla.
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Se dejaron enfriar el medio hasta su completa solidificacion, una vez
solidificado, las cajas se colocaran en posicion invertida, se envolveran en papel
aluminio y se incubaran a 20-25 °C por 24 horas. En cabina de flujo laminar, se
inocularan las placas utilizando discos de micelio (5 mm de didmetro) tomados de cajas
Petri con cultivos de C. fulvum CC-FCAGP de 7 dias de crecimiento. Con la ayuda de
puntas azules de micropipetas de 1000 microlitros fueron colocadas en cajas de puntas

y esterilizadas a 120°C con 1,5 atm en autoclave.
T1: En 4 cajas Petri inocular discos de micelio (5 mm de didmetro).
T2: En 4 cajas Petri inocular discos de micelio (5 mm de didmetro)
T3: En 4 cajas Petri inocular discos de micelio (5 mm de didmetro)
T4: En 4 cajas Petri inocular discos de micelio (5 mm de didmetro).
T5: En 4 cajas Petri inocular discos de micelio (5 mm de didmetro)
T6: En 4 cajas Petri inocular discos de micelio (5 mm de didmetro)
T7: En 4 cajas Petri inocular discos de micelio (5 mm de didmetro)

Las cajas Petri inoculadas se colocaran en posicion invertida y se incubaran

durante 7 dias a 25 °C. Ademas, se debe llevar 3 controles.
Control 1: 4 cajas Petri con 25 ml de PDA + hongo (C. fulvum)

Control 2: 4 cajas Petri con 25 ml PDA + fungicida sistémico Serpenter®-+
hongo (C. fulvum)

Control 3: 6 cajas Petri con 25 ml PDA + aceite sin microencapsular+ hongo

(C

Para evaluar la actividad antifingica mediante el método de microdilucion en
microplacas con medio de cultivo PDB se sigui6 el siguiente procedimiento. Pesar 1.2
g de medio PDB y colocar en 50 ml de agua destilada en Erlenmeyer de 125mL, se
tapa con papel aluminio y colocar una liga. Colocar el Erlenmeyer en la autoclave,

esterilizar a 121 °C y 15 psi durante 20 minutos y dejar enfriar antes de su uso. Una
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vez enfriados, guardar los frascos en un lugar oscuro y fresco y etiquetar con fecha de

elaboracion y tipo de medio.
Preparacion del indculo de C fulvum

Se colocan 5 mL de agua destilada estéril en cada tubo de ensayo. Se
incorporaran dos discos de micelio de aproximadamente 5 mm de diametro,
provenientes de cultivos del hongo en medio PDA de 7 dias de crecidos. Los tubos se
agitaran en un Vortex durante 5 minutos para facilitar la liberacion de conidios desde
el micelio. Posteriormente, se realizara un conteo de conidios utilizando una camara
de Neubauer bajo el microscopio, con el proposito de verificar si la suspension se

encuentra en el rango de 10° conidios/mL.
Preparaciones de solucion madre

Para el desarrollo experimental del método de microdilucion en Placas
multipocillos con medio PDB se prepard soluciones madre por tratamiento colocando
el medio PDB, se agrega el tratamiento y se realiza una primera incubacion de los tubos
por 24 horas a 20°C en oscuridad. Con la micropipeta tomar 135 pL de cada
tratamiento verter cuidadosamente en el pocillo correspondiente de la microplaca. Con
la micropipeta multicanal, tomar 45 pL del inoculo de C. fulvum y agregar a cada
pocillo que ya contiene el tratamiento. Resultado cada pocillo tiene 180 pL de volumen

total (135 +45), colocar en la incubadora a 20 °C por 24 horas.

Preparar el AlamarBlue obteniendo una concentracion de 0.1% (p/v), con la
micropipeta multicanal, se tomaron 20 puL de la solucién de AlamarBlue y agregaron
a cada pocillo como en la figura 2. Se llevo la microplaca al lector multiplacas (Bio
Tek, EPOCH) y se midi6 la absorbancia a 600 nm a las 24h. Para preparar las diferentes
concentraciones de aceite microencapsulado se utilizaron las cantidades descritas en la

tabla 5.
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Tabla 5

Preparacion de cada tratamiento antes de ser colocado en los pocillos

Inoculo
Tratam AEM PDB  Concentracion Volumen Concentracion
ientos  (mg) (uL) en 135 uL ¢ final final
Sfulvum
T1 36 135 26.66 % 45uL 180 20%
T2 27 135 20% 45puL 180 15%
T3 18 135 13.33% 45uL 180 10%
T4 9 135 6.66% 45puL 180 5%
T5 4.5 135 3.33% 45uL 180 2.5%
T6 2.25 135 1.66% 45uL 180 1.25 %
T7 1.125 135 0.833% 45uL 180 0.625 %
T8 0.5625 135 0.4166% 45uL 180 0.3125 %

Los controles incluyen: (1) PDB + polimeros, se prepar6 a partir de una

solucién madre con maltodextrina (94 mg), goma arabiga (62,5 mg) y 2,5 mL de PDB,

de la cual se afiadieron 135 pL junto con 45 pL de inéculo de C. fulvum por pocillo;

(2) PDB + fungicida Serpenter®+ esporas, elaborado a partir de una soluciéon madre

de 38 mg del fungicida Serpenter en 10 mL de PDB, distribuyendo 135 pL de esta

solucion y 45 uL de indculo en cada pocillo y (3) PDB + inoculo, compuesto por 135

pL de PDB y 45 uL de in6culo por pocillo.También, se prepararon los tratamientos

para el aceite sin microencapsular que como se muestra en la tabla 6.
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Tabla 6

Tratamientos para el aceite sin microencapsular

Tratamiento Volumen Concentracion

Tratamientos F (uL) PDB (uL) final

T1 360 1350 20%

T2 270 1350 15%

T3 180 1350 10%

T4 90 1350 5%

T5 45 1350 2.5%

T6 22.5 1350 1.25%

T7 11.25 1350 0.625 %

T8 5.625 1350 0.3125 %

2.8 Recoleccion de la informacion

Los datos experimentales fueron organizados y procesados en hojas de calculo
de Excel, registrando los valores de didmetro de las colonias, porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial para los ensayos que utilizaron el método de dilucion en agar.
Para el método de microdilucion se evalud la absorbancia en un lector multiplacas (Bio
Tek, EPOCH) y la minima concentracion inhibitoria. Ademas, se tomaron fotografias
durante el desarrollo de los ensayos para respaldar visualmente los resultados y
registrar el estado de las muestras, asegurando asi un seguimiento completo y detallado

del proceso investigativo.
2.9 Procesamiento de la informacion y analisis estadistico

La informacion obtenida en los ensayos in vitro fue procesada mediante el
registro los datos de absorbancia, crecimiento micelial y minima concentracion
inhibitoria. Los valores obtenidos se organizaron en matrices en Excel para su posterior
analisis estadistico y se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Posteriormente, se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) con el fin de

verificar la presencia de diferencias significativas entre los tratamientos. En los casos
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en que el ANOVA resulto significativo, se utilizd la prueba de Tukey al 95 % de
confianza (p < 0,05).

CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones del aceite esencial de
Eucalyptus sp microencapsulados sobre el crecimiento micelial de C. fulvum. Los
resultados obtenidos muestran diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial de C. fulvum entre los tratamientos evaluados a los 7 y 14 dias
con diferentes concentraciones de aceite esencial de eucalipto microencapsulado. Los
tratamientos 2, 3, 4, 5, 6 y 7 presentaron un 100 % de inhibicion con la letra A lo que
indica que no existen diferencias estadisticas significativas entre ellos (p > 0,05) pero

si con el tratamiento de 5% y el control (tabla 7 y tabla 8, figura 4 y figura 5).
Tabla 7

Influencia de diferentes concentraciones de aceite esencial de eucalipto
microencapsulado sobre el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de C.

Sfulvum mediante el método de dilucion en agar a los 7 dias.

Tratamientos Medias % n E.E.

5 9% 100,00 4 0,53 A

6 10 % 100,00 4 0,53 A

7 15% 100,00 4 0,53 A

4 8% 100,00 4 0,53 A

2 6% 100,00 4 0,53 A

3 7% 100,00 4 0,53 A

1 5% 39,56 4 0,53 B

8 solo PDA 0,00 4 0,53 C
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Tabla 8

Influencia de diferentes concentraciones de aceite esencial de eucalipto
microencapsulado sobre el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de C.

fulvum mediante el método de dilucion en agar a los 14 dias.

Tratamientos Medias % n E.E.

5 9% 100,00 4 0,08 A

6 10 % 100,00 4 0,08 A

7 15% 100,00 4 0,08 A

4 8% 100,00 4 0,08 A

2 6% 100,00 4 0,08 A

3 7% 100,00 4 0,08 A

1 5% 53,38 4 0,08 B

8 solo PDA 0,00 4 0,08 C
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C2 C3 5% C310% C315%

. . Aceite sin microencapsular Aceite sin microencapsular Aceite sin microencapsular
PDA+Fungicida Serpenter® P P P

Figura 4.

Tratamientos y controles de los A.E.M contra C. fulvum a los 7 dias
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C2 C35% C310% C315%

. . Aceite sin microencapsular Aceite sin microencapsular Aceite sin microencapsular
PDA+Fungicida Serpenter® P P P

Figura 5.

Tratamientos y controles de los A.E.M contra C. fulvum a los 14 dias
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DISCUSION

Los resultados de esta investigacion demostraron que el aceite esencial
microencapsulado de Eucalyptus presenta una actividad antifingica dependiente de la
concentracion frente a C. fulvum, alcanzando inhibicién completa (100 %) del
crecimiento micelial a los 14 dias, sin diferencias estadisticas significativas entre ellas
(p > 0,05), mientras que la concentracion del 5 % mostr6 una inhibicion parcial (53,38
%), confirmando la existencia de un umbral minimo efectivo. Estos hallazgos
concuerdan con varios estudios previos que han reportado la eficacia antifingica de
aceites esenciales de FEucalyptus sobre hongos fitopatogenos. Por ejemplo, la
inhibicion completa de especies de Fusarium a ~7-8 pL-mL™"). La observacion de
homogeneidad estadistica entre tratamientos de concentraciones medias-altas (p >
0,05) sugiere la eficacia en la que el incremento de dosis no produce aumentos

significativos de inhibicion (Gakuubi et al., 2017).

Aunque los mecanismos de accion no fueron evaluados directamente diversos
autores han sefialado que los aceites esenciales de Eucalyptus poseen una elevada
actividad antifingica debido a la presencia de compuestos bioactivos como eucaliptol
(1,8-cineol), a-pineno y limoneno, los cuales actuan principalmente sobre la membrana
celular de los hongos, provocando alteraciones en la permeabilidad, Esto podrian
explicar la inhibicion total del crecimiento micelial de C. fulvum observada en este
estudio. La ausencia de diferencias estadisticas entre las concentraciones mas altas
sugiere que, una vez superado el umbral minimo requerido, los compuestos activos
ejercen un efecto fungicida completo. Resultados similares fueron reportados por
(Vania et al., 2022), quienes indicaron que el aumento de la concentracion de aceites
esenciales no siempre genera un mayor efecto inhibitorio, ya que la accidon antifungica
alcanza un punto maximo debido a la saturacion de los sitios de accion del

microorganismo.

La microencapsulacion constituyd un aspecto técnico clave para la eficacia
antifingica observada in vitro. El uso de matrices de recubrimiento como
maltodextrina y goma arabiga permitié reducir la volatilidad del aceite, proteger los

compuestos activos frente a procesos de oxidacioén y controlar su liberacion en el
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medio, incrementando asi el tiempo de contacto efectivo con el patégeno. Revisiones
recientes sobre técnicas y materiales de microencapsulacion (Sousa et al., 2022), han
documentado mejoras significativas en la estabilidad térmica, el control de liberacion
y la conservacion de la actividad antifungica de los aceites esenciales cuando se
formulan en sistemas microencapsulados, lo que respalda los resultados obtenidos en

el presente estudio

Si bien la microencapsulacion no modifica el mecanismo de acciéon molecular
del aceite esencial, si contribuye a mantener concentraciones locales efectivas durante
periodos prolongados, favoreciendo su accion antifungica. No obstante, es importante
considerar que la variabilidad en la composicion quimica del aceite esencial entre
distintas especies de Eucalyptus, asi como la susceptibilidad especifica del patogeno,

pueden influir en la magnitud del efecto observado (Elgat ef al., 2020).

Los resultados obtenidos confirman que el aceite esencial microencapsulado
de Eucalyptus presenta un potencial significativo como alternativa para el manejo de
C. fulvum en condiciones in vitro, mostrando una respuesta antifingica dependiente de
la concentracion y un desempefio favorecido por el proceso de microencapsulacion.
No obstante, antes de proponer su aplicacion a escala agricola, resulta indispensable
realizar evaluaciones adicionales en condiciones de campo, asi como estudios de
caracterizacion quimica de la formulacién y de su permanencia y estabilidad en el

ambiente.

En la tabla 9 se muestran las mediciones de absorbancia a 600 nm que
evidenciaron que la actividad metabolica de C. fulvum disminuy6 progresivamente
conforme aumentdé la concentracion del aceite esencial de Eucalyptus
microencapsulado. El control con hongo y el tratamiento con polimero presentaron los
valores mas altos y estadisticamente similares, lo que confirma la ausencia de efecto

inhibitorio en ambos casos.

En las concentraciones bajas del aceite (0,312 % y 0,625 %), la reduccion de
absorbancia fue leve, reflejando una inhibicioén parcial del crecimiento. A partir de
1,27 %y 2,5 %, la disminucidn en actividad metabdlica se hizo mas evidente, ubicando

a estos tratamientos en grupos estadisticos intermedios que indicé un efecto
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antifingico mayor. Las concentraciones de 5 %, 10 % y 15 % mostraron descensos

notorios en absorbancia, demostrando una inhibicion significativa del hongo.

En la concentraciéon mas elevada evaluada 20 %, los valores de absorbancia
se aproximaron al minimo registrado, lo que indicd una inhibicidon practicamente
completa del crecimiento fungico. El fungicida comercial Serpenter® mostré un
patron de respuesta comparable, aunque con una absorbancia ligeramente inferior. El
analisis estadistico evidenci6 que las diferencias entre tratamientos fueron
significativas unicamente cuando no compartieron letras, lo que confirma que el aceite
esencial microencapsulado manifiesta una elevada actividad antifungica a partir de

concentraciones iguales o superiores al 5 %.

Tabla 9

Influencia de diferentes concentraciones de aceite esencial de eucalipto
microencapsulado sobre la actividad antifungica relacionada con la absorbancia
(600nm) medida en lector de multiplaca (Bio Tek, EPOCH) con el método de

microdilucion dilucion a las 24 horas

Tratamientos Medias n E.E.

9 PDB + hongo 1,84 8 0,05 A

7 PDB + polimero 1,60 8 0,05 A B

8 PDB+0,312 % 1,50 8 0,05 B

6 PDB+0,625 1,49 8 0,05 B

5 PDB+1,27 1,46 8 0,05 B C

4 PDB+2,5 % 1,36 8 0,05 B C D

3 PDB+5 % 1,22 8 0,05 C D E

2 PDB+10 % 1,20 8 0,05 D E

11  PDB+I15 1,17 8 0,05 D E

1 PDB+20 1,04 8 0,05 E

12 PDB + fungicida 0,84 8 0,05 F G
10  solo PDB 074 8 0,04 G
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En la figura 6 se observa que los tratamientos a las 24h. En las primeras
columnas a altas concentraciones conservan un color mdas purpura, sefialando
inhibicion fuerte del hongo. El color violeta indica inhibicion parcial, predominante en
concentraciones intermedias. Las concentraciones mas altas (20-10 %) muestran
inhibicién mayor, evidenciada por tonos mas oscuros. La MIC es.5 %. En la figura 12
a se identifica en la columna 10 PBD + Hongo el color es rosa, lo que confirma que el
hongo se desarrolla sin restricciones, en la columna 11 demuestra que los polimeros
no aportan actividad antiflingica. En la columna 12 muestra un color violeta sefiala que

el fungicida Serpenter® si es efectivo.

Figura 6.

Placas multipocillos con los diferentes tratamientos y controles

T1 Solo PBD T7 PBD+ aceite 1,25 %
T2 PBD + aceite 20 % T8 PBD + aceite 0,625 %
T3 PBD + aceite 15 % T9 PBD + aceite 0,312 %
T4 PBD + aceite 10 % T10 PBD + hongo

TS PBD + aceite 5 % T11 PBD + polimeros

T6 PBD + aceite 2,5 % T12 PBD + fungicida
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en la placa multipocillo muestran una clara inhibicion
del crecimiento de C. fulvum a concentraciones elevadas del aceite esencial
microencapsulado de Eucalyptus sp., evidenciada por la permanencia del color azul
morado del reactivo Alamar Blue. Este color indico la ausencia de actividad
metabolica del hongo, lo cual confirma que el tratamiento logr6é impedir la reduccion

del colorante, asociado directamente con la viabilidad celular (Caetano et al., 2022).

Al disminuir la concentracion del aceite, se observd un cambio progresivo
hacia tonalidades purpura y rosada, que revelan una recuperacion paulatina del
metabolismo del hongo. Este patron gradual es caracteristico de los ensayos tipo MIC,
donde el incremento en la reduccion del colorante refleja un aumento en la actividad
respiratoria del patégeno (Rampersad, 2012). Estos resultados concuerdan con
estudios previos que reportan el fuerte efecto antifingico de los aceites esenciales de
Eucalyptus sobre hongos fitopatégenos. Por ejemplo, Singh et al. (2024) demostraron
que el aceite esencial de Eucalyptus globulus genera alteraciones en la membrana
celular y pérdida de integridad estructural en hongos similares, afectando su
metabolismo y capacidad de germinacion. Igualmente. La interpretacion de la prueba

con Alamar Blue en este estudio coincide con lo sefialado por (Herman et al., 2024).

La conservacion de la coloracion azul del reactivo indica la ausencia de
actividad metabdlica celular y, en consecuencia, la inhibicion del crecimiento fungico.
En aquellas concentraciones en las que no se evidencid un cambio de color, se constato
que el aceite esencial microencapsulado redujo eficazmente la viabilidad del hongo.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Fammad et al., (2024), quienes
emplearon el reactivo Alamar Blue para evaluar la actividad metabdlica en hongos

fitopatogenos.

Asimismo, estudios sobre microencapsulacion sefialan que el uso de matrices
como maltodextrina y goma arabiga favorece la estabilidad del aceite esencial y
prolonga su liberacion en el medio (Reis et al., 2021). Esto podria explicar la inhibicion
observado incluso en concentraciones intermedias, ya que la microencapsulacion
protege los compuestos bioactivos y mejora su biodisponibilidad, como también lo

reporta Silva et al. (2023) en su ensayo colorimétrico basado en resazurina para la
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evaluacion de diferentes fungicidas en contra de hongos patogenos. En comparacion
con los tratamientos controles, especialmente el fungicida quimico, se evidencia que
las formulaciones microencapsuladas del aceite esencial generan una inhibicidon
comparable en los pozos donde el color se mantiene azul. Esto coincide con lo
reportado por Pérez et al. (2021), quien encontrd que aceites esenciales encapsulados
poseen una eficacia similar a fungicidas convencionales, con la ventaja adicional de

reducir toxicidad y riesgos ambientales.

En general, los presentes resultados respaldan que los aceites esenciales
microencapsulados representan una alternativa sostenible para el control de C. fulvum,
mostrando una respuesta antifingica dependiente de la concentracion, coherente con
investigaciones previas que evaluan la actividad biologica de compuestos bioactivos

en sistemas de microdilucion (Nazzaro et al., 2013).

La transicion observada en la placa del azul al rosado permite establecer de
manera precisa la MIC y confirma la capacidad del aceite para mantener su actividad
antifingica incluso tras el proceso de microencapsulacion. Los resultados del presente
estudio confirman que el aceite esencial de FEucalyptus sp., microencapsulado,
representa una alternativa sostenible y eficaz para el control de Cladosporium fulvum.
Ademés, al comparar con investigaciones previas, se evidencia una tendencia hacia la

actividad antifungica de los aceites esenciales.
3.1 Comprobacion de la hipotesis
Ho: < 0,05: Se rechaza la hipotesis nula.

Ha: Se acepta la hipdtesis alternativa, se concluye que existe diferencia
significativa entre los porcentajes de inhibicion de crecimiento micelial (ICM) del

aceite esencial de eucalipto con diferentes concentraciones de A.E microencapsulado.

35



CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e A partir de la concentracion del 6% de aceite esencial de Eucalyptus sp.
microencapsulados se alcanz6 un 100 % de inhibicion del crecimiento micelial
de C. fulvum alos 7y 14 dias de evaluacion.

¢ Laminima concentracion inhibitoria del aceite esencial de Eucalyptus sp. sobre
C. fulvum fue de 6 % en el método de dilucién en agar mientras que en el

método de microdilucion a partir de 5% no existid crecimiento micelial.

4.2 Recomendaciones

e [Evaluar el efecto protector contra C. fulvum en plantas de tomate y hortalizas,
utilizando las concentraciones de 5 y 6% versus un control sin aceite esencial
microencapsulado.

e [Evaluar estas mismas concentraciones de aceite esencial microencapsulado de
eucaliptus frente a diferentes patdgenos como Alternaria solani y Botrytis

cinerea en condiciones in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1. Microencapsulacion del aceite esencial de Eucalipto.

Anexo 2. Método de dilucion en agar de los AEM (ICM).
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Anexo 3. Método de dilucion en placas multipocillos (MCI).

Anexo 4. Lecturas de placas multipocillo relacionada con la absorbancia

(600nm) medida en lector de multiplaca (EPOCH).
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