https://doi.org/10.32854/agrop.v0i0.1441

Inefficiency of capsaicin to inhibit in vitro Moniliophthora roreri Cif & Par,
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ABSTRACT

Objective: To evaluate in vitro the fungicidal efficiency of capsaicin to inhibit Moniliophthora roreri, causal agent of
Theobroma cacao L. moniliasis.

Design/methodology/approach: Capsaicin reagent grade dissolved in absolute ethyl alcohol was used to prepare a stock
solution of 2000 mg L. Dilutions were prepared from this solution to obtain concentrations of 250, 500, 750 and 1000
mg L™ The efficacy on the inhibition of mycelial growth, sporulation and viability of conidia of M. roreri was evaluated
with the plate dilution method. A completely randomized design (DCA) was established. The efficiency percentages were
obtained by Abbott’s formula (1925).

Results: The efficiency of capsaicin to inhibit mycelial growth of M. roreri was less than 15%. Likewise, it was inefficient
in the inhibition of sporulation and spore viability (percentage of germination less than 5%). The efficiency of capsaicin
in the inhibition of the mycelial development and the sporulation of M. roreri, is masked by the disinfecting action of the
solvent from the concentration of 750 mg Lt

Limitations of the study/implications: The low efficiency of capsaicin to inhibit M. roreri requires the use of higher
concentration solutions, always considering the solvent used as a comparative target.

Findings/conclusions: Capsaicin is ineffective in inhibiting the mycelial growth, sporulation and viability of M. roreri

spores.
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar in vitro la eficiencia de la capsaicina para inhibir a Moniliophthora roreri, agente causal de la moniliasis

del cacao (Theobroma cacao L.).
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Disefio/metodologia/aproximaciéon: Capsaicina grado  reactivo
disuelta en alcohol etilico absoluto se uso para preparar una solucion
stock de 2000 mg L% A partir de esta solucion se prepararon
diluciones para obtener concentraciones de 250, 500, 750 y 1000
mg L% La eficiencia sobre la inhibicion del crecimiento micelial, la
esporulacion y la viabilidad de conidios de M. roreri se evaluo con el
meétodo de dilucion en placa. Se establecid un disefio completamente
al azar (DCA). Los porcentajes de eficiencia se obtuvieron mediante la
formula de Abbott (1925).

Resultados: La eficiencia de la capsaicina para inhibir el crecimiento
micelial de M. roreri, fue menor al 15%. De igual manera se mostro
ineficiente en la inhibicion de la esporulacion vy la viabilidad de esporas
(porcentaje de germinacion menor al 5%). La eficiencia de la capsaicina
en la inhibicion del desarrollo micelial y la esporulacion de M. roreri,
se enmascara por la accion desinfectante del solvente a partir de la
concentracién de 750 mg L™

Limitaciones del estudio/implicaciones: La baja eficiencia de la
capsaicina para inhibir M. roreri requiere del uso de soluciones de
mayor concentracion, considerando siempre utilizar como blanco
comparativo el solvente utilizado.

Hallazgos/conclusiones: La capsaicina es ineficaz para inhibir el

crecimiento micelial, esporulacion y viabilidad de esporas de M. roreri.
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INTRODUCCION
roreri es un patdgeno he-

Momllloph Z_hora mibiotrofico que produce la

moniliasis del cacao (Theobroma cacao L.) considerada como la enferme-
dad mas dafiina en Latinoamérica. En México esta presente desde el 2005
(Phillips-Mora et al,, 2006). Desde entonces es el principal problema fitosani-
tario de la produccion de cacao provocando anualmente pérdidas mayores
al 75% de la produccion (Torres-De la Cruz et al., 2011). Actualmente la es-
trategia mas recomendada para el control de esta enfermedad, es el manejo
integrado (Ortiz-Garcia et al., 2015). Sin embargo, algunos productores, han
optado por el abandono de sus plantaciones o el cambio del uso del suelo
debido al reducido ingreso economico familiar por unidad de produccion. En
la busqueda de alternativas sustentables para el control M. roreri, se reportan
el uso de extractos vegetales (De la Cruz-Ricardez et al., 2016); esto debido
a los contenidos de compuestos naturales como fenoles, carotenoides, al-
caloides, etcétera. Tal es el caso de los capsaicinoides presentes en frutos
de Capsicum. La capsaicina es el principal componente pungente o irritante
de los frutos de Capsicum, se sintetiza y acumula en las células epiteliales
de la placenta (Ben-Chaim et al., 2006). El interés de la capsaicina, mas que
SU USO gastronomico, se debe a las aplicaciones en la medicina (Spiller et al.,
2008; Chapa-Oliver y Mejia-Teniente, 2016) y por sus propiedades antioxi-
dantes (Campos-Hernandez et al., 2018). Ademas, multiples estudios indican
sus propiedades bactericidas y fungicidas (Cichewicz y Thorpe, 1996; Jones
et al., 1997: Moreno-Limon et al,, 2012; Bacon et al., 2017). Esto debido a
gue la capsaicina ingresa a las células y funciona como una sustancia toxica

102 | VA‘ = PROﬁCTIVIDAD

para la membrana; ademas de indu-
Cir un estrées osmotico en las celulas
de los microorganismos (Kurita et
al.,, 2002). Por estas razones, el ob-
jetivo de este estudio fue evaluar la
eficiencia fungicida de la capsaicina
para inhibir in vitro a M. roreri, agen-
te causal de la moniliasis de Theo-
broma cacao L.

MATERIALES Y METODOS

El aislamiento de M. roreri (MR) fue
obtenido en el Laboratorio de Fito-
patologia del Colegio de Postgra-
duados-Campus Tabasco a partir
de fruto de Theobroma cacao L. de
huertas comerciales, preservando la
cepa en medio de cultivo V8 solido.

Para el estudio del efecto de la cap-
saicina se utilizd capsaicina grado
reactivo (Sigma—Aldrich®, St. Louis,
Missouri, USA). Para determinar
el efecto de la capsaicina sobre el
crecimiento micelial (CM), la espo-
rulacion (ES) y la viabilidad de las
esporas (VE) producidas por MR,
se prepard una solucion stock de
capsaicina a una concentracion de
2000 mg L=, utilizando alcohol eti-
lico absoluto como solvente (Pefia-
Alvarez et al,, 2012). Posteriormente
se realizaron cinco diluciones de
capsaicina+solvente  (CAP+SOL)
para obtener concentraciones de
250, 500, 750 y 1000 mg L™! (tra-
tamientos), tomando una concen-
tracion de 0 mg L™t como testigo.
Las cuatro concentraciones de
CAP+SOL se agregaron por separa-
do vy esterilizadas al medio de culti-
vo V8 clarificado, antes de vaciar a
las cajas de Petri, utilizando jeringas
con filtros de 0.20 um (Corning®,
Germany) a fin de mantener la asep-
sia del medio. Posteriormente, 10
mL de medio de cultivo con capsai-
cina, se transfirieron a cajas de Petri
de 90 mm mediante jeringa de auto-
llenado (Socorex® 173, Swtzerland).



Debido al uso de etanol en las diluciones de capsaicina,
se evaluo el efecto directo del solvente (SOL) sobre MR
empleando el mismo volumen de etanol usado para las
diluciones de la capsaicina: 1.25, 2.5, 375y 5 mL de eta-
nol para 250, 500, 750 y 1000 mg L™t respectivamente.
EL SOL se adiciono al medio de cultivo V8 clarificado si-
guiendo el método descrito anteriormente para la cap-
saicina y se evaluaron las mismas variables.

Para la efectividad de capsaicina sobre el crecimiento
micelial (CM) sobre M. rorei, a partir de cultivos de MR
de 15 dias de edad, se extrajeron fragmentos de 5 mm
de didmetro, los cuales se depositaron en el centro de
cajas de Petri que contenian medio V8 clarificado vy las
concentraciones CAP + SOL y solvente SOL. Posterior-
mente se incubaron a 25 °C en oscuridad. El CM se
registro cada 24 h en dos ejes ortogonales y conclu-
yo cuando las colonias del tratamiento testigo llenaron
completamente la caja. La medicion del crecimiento
radial se realizo con un vernier manual marca Pretul®.
Posteriormente se calculo el area de CM total y se de-
termino el porcentaje del area de inhibicion del CM, por
cada tratamiento.

Para la efectividad de capsaicina sobre la esporulacion
(ES) de M. rorei, se recolectaron de las cajas con medio
donde se evaluo el efecto de la capsaicina sobre el CM,
esporas para determinar el efecto de la capsaicina sobre
la ES. Para ello, se agregaron a las cajas Petri, 5 mL de
la solucion de agua destilada estéril + Tween 80 (0.1%),
se realizo un raspado de esporas con espatula de ace-
ro inoxidable estéril y se recupero el sobrenadante. La
suspension de conidios se homogenizo durante 10 min
utilizando un agitador magnético (Thermolyne®, Artur H.
Thomas Co., Philadelphia, PA, EUA) y se filtrd con gasa
clinica para separar el micelio. El conteo de conidios se
realizo en camara de Neubauer (Hausser Scientific, USA)
y el numero total se estimo mediante la formula de Lipa
y Slizynski (1973):

C =(Cco)4x10%)(Fd /80)

donde: C=Numero de esporas mL™%, Cc=Numero pro-
medio de esporas contadas en la camara de Neubauer y
Fd=Factor de dilucion.

Efectividad de extractos sobre la viabilidad de esporas
de M. roreri
A partir de las esporas producidas en presencia de la CAP
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+ SOL, se obtuvo una suspension de 5%10° esporas
mL™%, de la cual se depositaron 30 ulL en cuatro zonas de
la caja de Petri con medio V8 clarificado. La alicuota de
esporas se cubrio con cubreobjetos estériles vy las cajas
con medio V8 + indculo se incubaron a 2505 °C en
oscuridad. El porcentaje de germinacion se determino
mediante la observacion de 100 esporas por tratamiento
y repeticion, cada 24 h y concluyeron cuando el testigo
obtuvo el 90 % de germinacion (120 h).

Disefio experimental y andlisis de datos

Cada bioensayo se establecio bajo un disefio comple-
tamente al azar (DCA), con cinco repeticiones por tra-
tamiento (cada una de las concentraciones de capsai-
cina), empleando como unidad experimental una caja
de Petri. La efectividad de la capsaicina sobre el CM, ES
y VE se calculd mediante la formula de Abbot (1925):

E=((Vt=Em)/Vt)*100

donde: E=Eficiencia, Vt=Valor de la variable en el tes-
tigo, Em=Valor de la variable en el tratamiento con los
extractos metanolicos. Posteriormente, los datos se
transformaron al arcoseno de la raiz cuadrada de la pro-
porcion y se sometieron a un ANOVA y separacion de
medias (Tukey, 0.05) utilizando el programa InfoStat ver-
sion 2017.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efectividad de capsaicina sobre el crecimiento
micelial, esporulacién y viabilidad de esporas

de M. roreri

La Figura 1, muestra los efectos de cuatro concentra-
ciones de capsaicina sobre MR. Inicialmente se destaca
que el crecimiento de las colonias del tratamiento tes-
tigo se desarrolld con forma, tamarfio y textura normal,
de color crema, con centro de color de café claro a
salmon, tal como lo describe Evans (1981) en cultivo
in vitro, lo que muestra que las condiciones de expe-
rimentacion fueron las adecuadas para el estudio, y se
observaron efectos diferenciados por concentracion.
Con la concentracion de 1000 mg L~ de CAP + SOL
y los 5 mL de SOL el CM de MR fue inhibido completa-
mente; mientas que con la concentracion de 750 mg
L™! la colonia de MR creciod lentamente alrededor del
disco de micelio sembrado, con micelio poco denso y
una apariencia clara; con la concentracion de 250 mg
L™ la colonia mostré textura y color de micelio similar
a la colonia testigo.
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CAP+SOL 250 mg L™*

Testigo

SOL 125 mL

1000 mg L™t

5mL

Figura 1. Aspectos de crecimiento micelial y esporulacion de Moniliophthora roreri en diferentes concentraciones de capsaicina + solvente

(CAP4SOL) y el solvente (SOL) probadas en medio V8 clarificado.

Una vez restado el efecto del SOL correspondiente
de cada concentracion, el ANOVA vy pruebas de sepa-
racion de medias mostraron diferencias significativas
(P<0.0001) en la efectividad de la capsaicina sobre el
CM de M. roreri (Figura 2A). La concentracion de 500
mg L~! de capsaicina presento la mayor eficiencia con
14.18% de eficiencia, sequido de 750 mg L~! con 8.16%
de eficiencia y 250 mg L™t con 4.27% de eficiencia. Lo
que muestra que la capsaicina presenta baja efectividad
sobre el CM, del orden del 14 % en las cuatro concen-
traciones evaluadas. Es importante sefalar que cuando
la concentracion supera los 500 mg L~! la efectividad
no se expresa de forma directa, debido a la interferencia
del efecto antimicrobiano del etanol que inicia a cubrir la
respuesta de ésta, como se mostro en las concentracio-
nes de 750 y 1000 mg L~ de capsaicina.

Con respecto a la esporulacion (ES), no hubo diferencias
significativas (P>0.05) en la eficiencia de ambas concen-
traciones de capsaicina sobre la ES de M. roreri. Con las
concentraciones de 250 y 500 mg L™t la eficiencia fue
de 4.79 y 4.68% respectivamente (Figura 2B). Lo anterior
indica que la eficiencia de la capsaicina en la reduccion
de la ES fue baja, por lo que el efecto observado (>85%)
es atribuible al solvente.

Para la evaluacion de la viabilidad de esporas (VE), se eva-
luaron las esporas provenientes de las concentraciones
con capsaicina de 250 y 500 mg L7! Los porcentajes de
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eficiencia de la capsaicina sobre la VE producidas por M.
roreri se muestran en la Figura 2C, y Unicamente con la
concentracion de 250 mg L™!, se obtuvo una eficiencia
de 5.64%. Lo anterior indica que la eficiencia de la cap-
saicina para inhibir la VE es muy baja (<5%) y que los
tratamientos con capsaicina no inhiben la germinacion
de esporas de M. roreri.

La capsaicina, es el principal capsaicinoide presente en
frutos de Capsicum (Ben-Chaim et al., 2006), es consi-
derada como antimicrobiana, debido a que ingresa a las
células y funciona como una sustancia toxica generando
estrés osmaotico (Kurita et al.,, 2002). Se han reportado
algunos trabajos de la evaluacion del efecto de la cap-
saicina sobre microorganismos; por ejemplo, Moreno-
Limon et al. (2012) encontraron que la capsaicina diluida
en alcohol etilico a concentracion de 200 y 1000 mg
L™ mostré un halo de inhibicion de 11 y 467 mm res-
pectivamente en el crecimiento de Aspergillus flavus; sin
embargo, extractos de C. annuum var. aviculare (piquin)
mostraron mayor efecto que la capsaicina en el mismo
estudio. Lo que concuerda con nuestros resultados de
que la capsaicina tiene poco efecto sobre el crecimiento
de hongos fitopatdgenos, en este caso sobre M. roreri.
Igualmente, al evaluar extractos metanolicos de cuatro
especies de Capsicum, se encontrd que C. annuum var.
glabriusculum tiene mayor efecto de inhibicion sobre M.
roreri que C. chinense, quien presentd mayor contenido
de capsaicina (De la Cruz-Ricardez, 2018).



Fue evidente el efecto directo del solvente observado
sobre M. roreri. El uso de alcohol etilico es reportado en
la literatura como desinfectante en materiales del area
meédica y de laboratorios (Kieff y Fink, 2011; Chang et
al., 2012) y también su efecto directo sobre hongos que
descomponen los alimentos (Dao y Dantigny, 2011). Esto
se debe a la rapida accion que tiene el etanol sobre los
microrganismos, la cual consiste en destruir la membra-
na celular y desnaturalizar las proteinas (Chandler et al.,
2004). Su accion es rapida (15 s), y sus efectos biologi-
cos de dafio microbiano permanecen por varias horas,
incluso dias (Rodakiewicz-Nowak et al., 1999). Paschos
et al. (2015), evaluaron el efecto del etanol sobre la acti-
vidad metabolica de Fusarium oxysporum, encontrando
que tanto la produccion de biomasa vy el crecimiento se
vieron afectados por la presencia minima de etanol (1%).
Asimismo, Sequeira et al. (2017) observaron efecto anti-
fungico sobre el crecimiento de A. niger, Cladosporium
cladosporioides,  Penicillium  chrysogenum 'y P.
corylophilum con soluciones etandlicas de 30 y 70%.
Ponzo etal. (2018) indicaron que el etanol al 30, 40y 50%
inhibe completamente el crecimiento micelial in vitro de
Colletotrichum spp. Lo anterior concuerda con nuestros
resultados al observar efectos del alcohol etilico sobre
M. roreri. Aunque, las concentraciones usadas en este
estudio fueron muy bajas; el volumen mas alto de alco-
hol etilico gue se usd en las diluciones fue de 5 mL que
equivale al 5%, mostrando efecto fungicida; sin embar-
go, las concentraciones de 3.75, 2.50 y 1.25%, muestran
efecto fungistatico. Mlikota et al. (2004), reportaron que
etanol al 30% inhibe totalmente la germinacion de espo-
ras de B. cinérea, Alternaria alternata, Rhizopus stolonifer
y A. niger, mientras que con 10% de etanol no hay inhibi-
cion de la germinacion en ninguno de los hongos. Esto
concuerda con los resultados al no tener inhibicion en la
germinacion de esporas de M. roreri con etanol al 1.25,
250y 3.75%.

CONCLUSIONES
a capsaicina, muestra bajo efecto in vitro sobre el
crecimiento micelial (<15%) de M. roreri y efec-
tos aun menores sobre la esporulacion vy la viabi-
lidad de esporas (<5%). El efecto de la capsaici-
Nna sobre el crecimiento micelial y esporulacion de M.
roreri, se enmascara por la accion del solvente a partir
de 750 mg L%
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Figura 2. Eficiencia de cuatro concentraciones de capsaicina
sobre M. roreri. A) Crecimiento micelial, B) Esporulacion, C)
Viabilidad de esporas. Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (p>0.05).
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