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2 Resumeny palabras claves

Los peces son susceptibles a diferentes infecciones bacterianas, principalmente cuando son
criados en condiciones de alta densidad poblacional. Los brotes de enfermedades son responsables
de elevadas tasas de mortalidad y disminucion de la productividad, causando altas pérdidas
economicas a los piscicultores. Aeromonas hydrophila, A. liquifaciens, A. puctate, A. sorbia,
Pseudomonas shigelloides, P. damsela, P. fluorescens, Edwardsiella tarda y Flexibacter columnaris
ocasionan el sindrome de la septicemia hemorragica bacteriana (SHB) en tilapia, causando pérdidas
econdmicas considerables en el sector de la acuicultura. Para evaluar el posible uso de plantas
nativas de Guatemala como nutracéuticos en la prevencion de enfermedades causadas por los
patdgenos mencionados, se determind la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos y aceites
esenciales de cuatro plantas del género Lippia (L. chiapasensis, L. salamensis, L. dulcis y L.
graveolens) contra A. hydrophila. Asi, material vegetal de las cuatro especies se colectd en
diferentes departamentos de Guatemala durante el 2020. Se encontrd que los extractos etanélicos de
las cuatro plantas presentan efecto antibacteriano frente a A. hydrophila en un rango de 8.15 a 13.79
mm de diametro de inhibicién en ensayo de difusion en disco, siendo el extracto de L. salamensis el
que mostrd la mayor inhibicion (8.68 a 13.79 mm). Entre los aceites esenciales, el aceite esencial de
L. graveolens mostré el mayor efecto antibacteriano (28.3 a 30.12 mm), siendo su actividad
comparable a la del control oxitetraciclina, mientras que el aceite esencial de L. dulcis no mostrd

efecto inhibitorio frente a A. hydrophila.

Palabras clave: Aceite esencial, extracto etanolico, Lippia graveolens, Aeromonas hydrophila.
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Abstract and keywords

Fish are susceptible to different bacterial infections, mainly when they are raised in
conditions of high population density. Disease outbreaks are responsible for high mortality rates and
decreased productivity, causing economic losses to fish farmers. Aeromonas hydrophila, A.
liquifaciens, A. puctate, A. sorbia, Pseudomonas shigelloides, P. damsela, P. fluorescens,
Edwardsiella tarda and Flexibacter columnaris cause the syndrome of bacterial hemorrhagic
septicemia (BHS) in tilapia, causing considerable economic losses in the aquaculture sector. To
evaluate the possible use of native Guatemalan plants as nutraceuticals in the prevention of diseases
caused by these pathogens, the antibacterial activity of the ethanolic extracts and essential oils of
four plants of the genus Lippia (L. chiapasensis, L. salamensis, L. dulcis and L. graveolens) was
assayed against A. hydrophila. Plant material of the four species was collected in different
departments of Guatemala during 2020. It was found that the ethanolic extracts of the four plants
have antibacterial effect against A. hydrophila in a range of 8.15 to 13.79 mm in inhibition diameter
by the disk diffusion assay. The L. salamensis extract showed the highest inhibition (8.68 to 13.79
mm). The essential oil of L. graveolens was the oil that showed the greatest antibacterial effect (28.3
to 30.12 mm), an activity comparable to that of the oxytetracycline control, while the essential oil of

L. dulcis did not show inhibitory effect against A. hydrophila.

Keywords: Ethanolic extract, essential oil, Lippia graveolens, Aeromonas hydrophila.
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3

Introduccion

El cultivo de especies acuicolas es un sector que ha experimentado enorme crecimiento en las
ultimas décadas, como forma de produccion de alimentos. En Guatemala, dicha industria
también ha observado un crecimiento importante (Garcia, 2013). Sin embargo, este sector no se
escapa a las perdidas econdmicas ocasionadas por enfermedades provocadas por patégenos, por
lo que el uso de antibidticos es comun, siendo esta practica una fuente de contaminacion,
ademas que provoca la generacion de resistencia en los patdgenos hacia los que se dirige y en

otros no considerados como blanco.

Recientemente, se han realizado estudios sobre el uso de productos naturales provenientes de
la flora, como posibles sustitutos de los antiobi6ticos tradicionales, ya que varios de dichos
compuestos son metabolitos secundarios que son producidos por las plantas para su defensa y
han demostrado actividad antibacteriana ante patdgenos humanos a lo largo de la historia. Es por
esta razdn que en el presente estudio se plantea la evaluacién de la actividad bioldgica de
metabolitos secundarios que se aislaran de seis plantas del género Lippia (Lippia controversa, L.
cardiostegia, L. chiapasensis, L. graveolens, L. dulcis y L. salamensis), las cuales son plantas
nativas de Guatemala y se encuentran en diferentes regiones geograficas (Pérez Sabino, 2008).
Algunas de las estas especies han demostrado actividad antibacteriana y antifingica causantes
de enfermedades en humanos (Gasquet et al., 1993; Abad, Sanchez, Bermejo, Villar &
Carrasco; Portillo-Ruiz, Avila-Sola, Ramos, Torres & Nevéarez-Moorilldin, 2012; Slowing
Barillas, 1992; Klueger, Daros, Silva, Farias & De Lima, 1997).

Los patdgenos contra los que se ensayara la actividad bioldgica son Vibrio parahaemolyticus,
Aeromonas sobria y Aeromonas hydrophila, los cuales han sido aislados en el Centro de
Estudios del Mar y Acuicultura (CEMA), demostrandose que en cultivos de tilapia en diferentes
departamentos de Guatemala, A. hydrophila es la bacteria patdgena mas comun (Marroquin-
Mora & Garcia-Pérez, 2015).

El proposito es evaluar la actividad bioldgica de diferentes metabolitos que seran aislados de

las plantas de estudio por técnicas cromatograficas preparativas, para generar informacion de
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utilidad para la propuesta de nutracéuticos que puedan ser utilizados en la prevencion de las
enfermedades bacterianas en las diferentes especies que se cultivan en Guatemala. Para lo
anterior, se colectard material vegetal de al menos dos poblaciones de cada planta de estudio,
realizandose la preparacion de la muestra y el aislamiento, por cromatografia de liquidos de alta
resolucion preparativa en la Escuela de Quimica de la Universidad de San Carlos, mientras que
los ensayos de actividad bioldgica seran realizados en el CEMA. Los metabolitos secundarios
aislados que presenten actividad biologica, seran identificados en el Instituto de Pesquisas de

Productos Naturales, de la Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brasil.

Por esta razdn, en el presente estudio se planted la evaluacién de la actividad bioldgica de los
extractos que se obtuvieron de cuatro plantas del genero Lippia (L. chiapasensis, L. graveolens,
L. dulcis y L. salamensis), las cuales son especies nativas de Guatemala y se encuentran en
diferentes regiones geogréaficas del pais (Pérez et al., 2009; Pérez et al., 2017). Algunas de estas
especies han demostrado actividad antibacteriana y antifungica causantes de enfermedades en
humanos (Gasquet et al., 1993; Abad et al., 1995; Portillo-Ruiz et al., 2012; Slowing Barillas,
1992; Klueger et al., 1997).

Se espera que, como producto, se obtenga informacion sobre los extractos de las especies de
Lippia spp. responsables por la actividad bioldgica contra los tres patdgenos a evaluar, para el
posible desarrollo de productos nutracéuticos para la prevencion de enfermedades en la acuicultura
provocadas por patdgenos, en sustitucion de los antibidticos que se usan hoy en dia. Asi mismo, las
nuevas capacidades en los centros de investigacion participantes, deberan permitir la generacion de

valor agregado a los productos naturales de la flora nativa guatemalteca.

11
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4 Planteamiento del problema

El problema al que se dirige la investigacion planteada es la falta de alternativas amigables
con el ambiente para combatir las enfermedades de especies acuicolas cultivadas en Guatemala
causadas por patrégenos y que ocasionan pérdidas en la acuicultura. Para el control de estas
enfermedades se utilizan antibidticos que generan resistencia en los organismos blanco y actdan
en otros a los que no van dirigidos y por otra parte, causan contaminacién en el medio ambiente,
dentro del marco de los contaminantes emergentes, que tienen efectos desconocidos en la
biodiversidad acuatica. Entre las bacterias que se encuentran con mayor frecuencia en los
cultivos estan A. hydrophila, A. liquifaciens, A. puctate, A. sorbia, P. shigelloides, E. tarda, F.
columnare, P. damsela, P. fluorescens (Plumb y Hanson, 2010), siendo la mas comun en los
cultivos de tilapia en Guatemala (Marroquin-Mora & Garcia-Pérez, 2015).

Por otra parte, la flora de Guatemala cuenta con un enorme potencial de productos naturales
con diferentes aplicaciones que no es aprovechado en forma sostenible y que inclusive se
encuentra amenazada por el avance de las fronteras agricola y urbana que estan ocasionando
pérdida en la biodiversidad del pais. A través del conocimiento de las culturas originarias de
Guatemala, se han investigado las propiedades farmacolégicas de plantas nativas de Guatemala,
varias de las cuales presentan actividad bioldgica importante contra patdgenos humanos. A la
fecha, a pesar que se han realizado investigaciones sobre la fitoquimica y actividad bioldgica de
extractos de las palntas, no se ha llegado al nivel de aislar los metabolitos causantes de esa

actividad, para su posible uso en el desarrollo de productos nutracéuticos.

Uno de los géneros de plantas que presentan este tipo de propiedades es el género Lippia
spp., del cual se encuentran mas de diez especies nativas en Guatemala, algunas de las cuales no
se han investigado en los Gltimos afios, debido a la pérdida de ecosistemas que sufre el pais. Por
esta razon, debe investigarse la fitoquimica de estas plantas, para promover su aprovechamiento
sostenible en la generacion de nuevos productos con valor agregado de aplicacion en la salud y
la industria y que puedan contribuir a generar alternativas de ingreso para las comunidades en

regiones caracterizadas por la pobreza.

12
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En el marco anterior se plantea la investigacion de la actividad bioldgica de extractos de
cuatro especies del género Lippia spp., para su posible aplicacién en productos nutracéuticos
para la prevencion de enfermedades causadas por patdgenos en la acuicultura, en sustitucion de
antibioticos tradicionales. A la vez que se generaran nuevas capacidades para la investigacion de
los productos naturales de Guatemala y nuevos conocimientos sobre la diversidad quimica de
especies de la flora nativa de Guatemala.

5 Delimitacion en tiempo y espacio

5.1 Delimitacion en tiempo
El proyecto tuvo una duracion de 10 meses, inicié el 01 de febrero de 2020 y finaliz6 el 30

de noviembre de 2020.

5.2 Delimitacion espacial

Las muestras de plantas fueron colectadas en los departamentos de Totonicapan, Guatemala,
Baja Verapaz, El Progreso, Zacapa, Chiquimula.

Es bien sabido que el sector mas grande de la economia de Guatemala es el de la
agricultura. Sin embargo, la acuicultura representa una actividad econdémica que beneficia a
alrededor de 155,000 familias guatemaltecas (CONAP, 2012). En Guatemala, la acuicultura se
divide béasicamente en dos cultivos, el del camarén marino (Penaeus vannameii) — de
importancia industrial y Unico rubro de la acuicultura que se exporta- y el cultivo de la tilapia

(Oreochromis spp.), por su importancia comercial para consumo interno (FAO, 2019).

13
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6 Marco teorico

6.1 Importancia de la acuicultura en Guatemala

Es bien sabido que el sector mas grande de la economia de Guatemala es el de la agricultura.
Sin embargo, la acuicultura representa una actividad econémica que beneficia a alrededor de
155,000 familias guatemaltecas (CONAP, 2012). En Guatemala, la acuicultura se divide
basicamente en dos cultivos, el del camardén marino (Penaeus vannameii) — de importancia
industrial y Unico rubro de la acuicultura que se exporta- y el cultivo de la tilapia (Oreochromis
spp.), por su importancia comercial para consumo interno (FAO, 2019).

Las estadisticas revelan que la exportacion de productos pesqueros de Guatemala para el afio
2018, tuvo su mayor alcance en el mes de agosto con 5,843 toneladas exportadas por un valor
de 29.34 millones de dolares. El afio 2019 en cambio, tuvo su mayor alcance en el mes de mayo
con 1,584 toneladas exportadas por un valor de 10.42 millones de ddlares. Los mercados de
exportacion fueron Espafa (48%), México (26%) y Estados Unidos (20%) para el afio 2018,
mientras que para el afio 2019 los mercados de exportacion fueron Espafia (60%), Estados
Unidos (16%) y México (9%) (Agexport, 2018; Agexport, 2019).

En Guatemala, la acuicultura se inici6 en el afio 1954 con el Programa de Piscicultura Rural en
colaboracion con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) a través de la asistencia técnica del Dr. Shu Yen Lin (FAO, 2019). Se estima que
Guatemala produce alrededor de 5,500 TM de productos pesqueros y los departamentos de
mayor produccion son Escuintla, Santa Rosa, Zacapa y Suchitepéquez (Marroquin-Mora &
Garcia-Pérez, 2015).

6.2 Principales patogenos en acuicultura

Peces y camarones son susceptibles de diferentes infecciones bacterianas, principalmente cuando
son criados en condiciones de alta densidad. Los brotes de enfermedades son responsables de

elevadas tasas de mortalidad y disminucion en la eficiencia de la productividad,
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causando altas pérdidas econdmicas a los piscicultores (Figueiredo et al., 2006; Hatha &
Vivekanandhan, 2005; Immanuel et al., 2004).

Aeromonas hydrophila, A. liquifaciens, A. puctate, A. sorbia, Pseudomonas shigelloides, P.
damsela, P. fluorescens, Edwardsiella tarda y Flexibacter columnaris ocasionan el sindrome
de la septicemia hemorrégica bacteriana (SHB) en tilapias (Conroy, 2010; Plumb & Hanson,
2010), mientras que Vibrio harveyi, V. splendidus y V. parahaemolyticus infectan especies de
camarén causando gastroenteritis por ingesta de mariscos en humanos (Immanuel et al., 2004;
Sujeewa et al.., 2009).

Investigadores del Centro de Estudios del Mar y Acuicultura — CEMA-, aislaron cepas de A.
hydrophila en cultivos de tilapia en los departamentos de Escuintla, Quetzaltenango, Jutiapa,
Solol4, Petén, Santa Rosa y Retalhuleu, evidenciando que es la bacteria patbgena mas comun

en cultivos de tilapias de Guatemala (Marroquin-Mora & Garcia-Pérez, 2015).

6.3 Tratamiento de infecciones bacterianas acuicolas con plantas medicinales

La resistencia bacteriana contra los antibiéticos en el campo de la pesca es causada
principalmente por el amplio uso de antibi6ticos durante la Ultima década, permitiendo la
mutacion de las bacterias para adaptarse contra los antibioticos (Masithoh et al., 2019).

El tratamiento de enfermedades bacterianas con diferentes plantas ha sido utilizado de manera
segura en agricultura organica, veterinaria y medicina humana. El tratamiento con plantas
medicinales con actividad antibacteriana es una alternativa potencialmente benéfica en
acuicultura. Estas plantas mitigan muchos de los efectos secundarios los cuales son asociados a

los antimicrobianos sintéticos (Sharma et al., 2012).

6.4 Las plantas del género Lippia

Pertenecientes a la familia Verbenaceae, las plantas del género Lippia se encuentran
distribuidas ampliamente en regiones del centro y sur de América y en territorios de Africa

tropical. El género incluye mas de 200 especies de hierbas, arbustos y arboles pequefios
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(Terblanché & Kornelius, 1996). La mayoria de las especies son utilizadas tradicionalmente
como remedios respiratorios, gastrointestinales y como condimento de alimentos (Leitdo, et al.,
2019; Morton, 1981). Algunas especies de Lippia han demostrado actividades antimalaricas
(Gasquet et al., 1993), antiviral (Abad et al., 1995), antifangica (Portillo-Ruiz et al., 2012),
citostatica (Lopez et al., 1979; Slowing Barillas, 1992; Klueger et al., 1997) y proteccién solar
(Polonini et al., 2014).

6.4.1 Las plantas del género Lippia en Guatemala

Se reportan 13 especies del género Lippia para Guatemala, de las cuales, tres (L. graveolens,

L. dulcis y L. chiapasensis) se usan tradicionalmente como remedios para el tratamiento de
trastornos gastrointestinales y respiratorios y también se utilizan como condimentos en la
preparacion de comidas y bebidas (Standley et al., 1970; Caceres, 1996; Mérida et al., 2012).
Por su parte, los sesquiterpenos germacreno D (29.5%), B-cariofileno (15.4%) y sabineno
(11.1%) fueron los principales compuestos identificados en el aceite esencial de L. substrigosa
de Guatemala (Da Silva et al., 2010).
La presente propuesta propone la investigacion de las especies L. graveolens, L. dulcis, L.
chiapasensis y L. salamensis debido a su uso frecuente en la medicina tradicional guatemalteca
y también atendiendo al hecho que se han realizado estudios que evidencian propiedades contra
diferentes cepas de bacterias (Standley et al., 1970; Céceres, 1996; Mérida et al., 2012; Pérez et
al. 2017).

Lippia chiapasensis Loes.

L. chiapasensis se distribuye en México y Guatemala. Se encuentra en matorrales o bosques
himedos, rocosos, frecuentemente en bosques de pino-encino, algunas veces en prados, entre los
1,500-3,000 msnm. En Guatemala se reporta para los departamentos de Baja Verapaz,
Huehuetenango, San Marcos, Solola y Totonicapan. Es un arbusto o arbol pequefio de 4 m de alto,
hojas ovado-elipticas de 2-9 cm de largo, densamente pubescentes en el envés, con venacion

prominente, los margenes crenados a serrados, las espigas florales de 8-9 mm de ancho,
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corolas amarillas usualmente puberulentas en el apice y dentro de la garganta floral (Standley
etal., 1970).

En cuanto a los estudios sobre composicion del aceite esencial, Hernandez-Arteseros et al.
(2006), determinaron la presencia de geranial (10.1%), trans-dihidrocarvona (14.2%), neral
(7.3%) y 1,8-cineol (7.2%) en aceite esencial de partes aéreas de L. chiapasensis de Guatemala.
Mérida et al. (2012) determinaron la presencia de 1,8-cineol (7.3-31.2%), (E)-dihidrocarvona
(1.4-33.3%), geranial (11.2-27.2%) y acetato de bornilo (2.1-21.6%) en el aceite esencial de L.
chiapasensis colectada en diferentes departamentos de Guatemala. En cuanto a la
determinacion del contenido de flavonoides, Pérez et al. (2012) determinaron la presencia de
verbascésido, acido cindmico, flavona y flavonol en las partes aéreas de L. chiapasensis de dos

localidades de Guatemala.

Lippia dulcis Trevir

L. dulcis se distribuye desde el sur de México, Belice hasta Panama y las Antillas. Se
encuentra en matorrales himedos y terrenos baldios, riberas boscosas, orillas de estanques y en
pastizales claros y abiertos desde el nivel del mar hasta los 1,800 msnm. En Guatemala se
reporta para los departamentos de Alta Verapaz, Chiquimula, Guatemala, Petén, Retalhuleu,
Sacatepéquez, Santa Rosa y Solola. Es una planta perenne, erecta o decumbente, que no
sobrepasa los 40 cm de alto, hojas rombicas a ovadas de 1-6 cm de longitud, agudas o
acuminadas, con los margenes crenado-serrados, asperas al tacto, pedunculos solitarios en las
axilas de las hojas, las espigas florales globosas, caliz diminuto velloso, corola blanca, 1-1.5
mm de longitud (Standley et al., 1970).

Compadre et al. (1987) aislaron la (+)-hernandulcina del extracto de éter de petroleo obtenido
de las hojas y flores de L. dulcis de México. El extracto no mostré actividad mutagenica ni toxica
en ratones. Pérez et al. (2005) demostraron actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de las
partes aéreas de L. dulcis de México en la prueba del edema en pata de rata inducido por
carragenina a dosis de 400 mg/kg. Souto-Bachiller et al. (1997) determinaron la presencia del

sesquiterpenoide (+)-hernandulcina (36%) y de su epimero (-)-epi-hernandulcina (22%) como
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los principales constituyentes en las partes aéreas de L. dulcis de Puerto Rico. Por su parte,
Pérez et al. (2009) evidenciaron la presencia de 6-metil-5-hepten-2-ona (16.8%), 3-metil-2-

ciclohexen-1-ona (13.3%) y hernandulcina (10.9%) en partes aéreas de L. dulcis de Guatemala.

Lippia graveolens Kunth

L. graveolens es una especie que se distribuye desde el sur de Texas, México y
Centroamérica. Se encuentra en pendientes rocosas 0 matorrales humedos sobre llanuras, en
los 350 msnm o menos. En Guatemala se encuentra en los departamentos de Petén, El
Progreso y Zapaca (Céaceres, 1996; Standley et al., 1970). Es un arbusto delgado de 2 m de
alto, hojas en peciolos de usualmente de 5-10 mm de longitud, ldminas foliares oblongas o
elipticas de 2-4 cm de longitud, los margenes finamente crenados, espigas florales oblongas de
4-12 mm de longitud, corolas blancas, el tubo estriguloso, de 3-6 mm de longitud. Las hojas
aromaticas, sean frescas o secas, son utilizadas en Centroamérica para saborizar la comida, y
las hojas secas son vendidas en los mercados (Standley et al., 1970).

Los hallazgos en cuanto a composicion quimica de L. graveolens se han enfocado
principalmente en la determinacion de la composicion de aceites esenciales y flavonoides de las
hojas de la especie. Pérez Sabino et al. (2012) discriminaron satisfactoriamente tres
quimiotipos (timol, carvacrol y mixto) en aceite esencial de hojas de L. graveolens de
Guatemala por medio de la técnica de microextraccién en fase sélida y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. Fisher et al. (1997), por su parte, determinaron la
presencia de timol (80.6%) y carvacrol (45.2%) en L. graveolens de Guatemala. En cuanto a la
composicion de metabolitos no volatiles, Lin et al. 2007 identificaron 23 flavonoides en
extracto metanolico de L. graveolens. La planta presenta también saponinas, taninos,

triterpenos (Céceres, 1996), iridoides y secoiridoides (Rastrelli et al., 1998).

Lippia salamensis Loes.

L. salamensis es una especie que se ha reportado unicamente para los departamentos de Baja
Verapaz y Jalapa en bosques de encino y laderas humedas o secas alrededor de los 1,600 msnm. Es

un arbusto delgado de 2 m de alto, hojas gruesas, con peciolos cortos, la ldmina foliar ovada-
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oblonga, de 2-10 cm de longitud, redondeada o aguda en el &pice con margenes crenado-
serrulados, las espigas florales subglobosas, de 5-7 mm de longitud en floracion y 7 mm de
ancho, céliz de 2-2.4 mm de longitud, corola blanca, puberulenta (Standley et al., 1970).

Pérez et al. (2017) determinaron la presencia de 1,8-cineol (14.3%), o-cimeno (6.8%) y borneol
(6.2%) en el aceite esencial de partes aéreas de L. salamensis colectada en una localidad de
Baja Verapaz. La actividad antibacteriana de este aceite también fue evaluada, mostrando
actividad contra Staphylococcus aureus y Bacillus cereus en el método de difusion en agar con

halos de inhibicion de 15y 22 mm respectivamente.

7 Estado del arte

Estudios recientes evidencian propiedad antibacteriana de extractos de diferentes especies
vegetales. El extracto de acetato de etilo de las hojas de Azadirachta indica evidencio actividad
antimicrobiana contra el patégeno acuicola A. hydrophila aislado de Dawkinsia filamentosa

mostrando halo de inhibicion de 19 mm en la prueba de difusion en agar (Kavitha, et al., 2017).

El extracto de la hoja de Momordica charantia present6 actividad antibacteriana contra A.
hydrophila en la categoria intermedia de resistencia (Masithoh et al., 2019). En Guatemala,
investigadores del Centro de Estudios del Mar y Acuicultura — CEMA-, evaluaron el efecto
antimicrobiano de seis extractos de plantas medicinales frente a cepas de bacterias patdgenas
aisladas de cultivos de tilapia de los departamentos de Escuintla, Quetzaltenango, Jutiapa,
Solola, Petén, Santa Rosa y Retalhuleu. De los extractos evaluados, el extracto de Lippia
graveolens fue el que presentd mejor actividad antibacteriana, inhibiendo todas las cepas
aisladas, seguido del extracto de Syzygium aromaticum que inhibié 6 cepas bacterianas.
También, los extractos de Pimenta dioica y Rosmarinus officinalis inhibieron 5 y 3 cepas

bacterianas respectivamente (Marroquin-Mora & Garcia-Pérez, 2015).

A pesar de los hallazgos antibacterianos de estas investigaciones, es importante notar que todas se
trabajaron con los extractos crudos de las plantas que se investigaron. El objetivo de la presente

propuesta es determinar la propiedad antibacteriana de los extractos de cuatro plantas del género
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Lippia spp. de Guatemala contra patdgenos acuicolas, con el fin de determinar a queé tipo de
extracto se debe la accion antibacterana de cada especie vegetal.

8 Objetivos (generales y especificos aprobados en la propuesta)

General

Evaluar la actividad biologica de fracciones preparativas de cuatro plantas del género Lippia
nativas de Guatemala, contra tres microorganismos patogenos acuicolas, Vibrio
parahaemolyticus, Aeromonas sobria y Aeromonas hydrophila.

Especificos

1. Aislar a escala preparativa metabolitos secundarios de extractos de las cuatro plantas de
estudio en fracciones preparativas.

2. Determinar el tipo y la concentracion de los principales metabolitos secundarios en las
fracciones preparativas con actividad biolégica contra microorganismos patdgenos de peces.

3. Determinar la actividad bioldgica de los extractos crudos y de las fracciones preparativas de
las cuatro plantas de estudio contra tres microorganismos patdégenos de peces.

4. Determinar la actividad antioxidante de los extractos crudos y de las fracciones preparativas
de las cuatro plantas de estudio.

9 Hipdtesis (si aplica)
Al menos uno de los extractos obtenidos de cada una de las cuatro plantas de estudio del

género Lippia spp. presenta actividad bioldgica cuantificable contra el microorganismo
patdgeno acuicola Aeromonas hydrophila.
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10 Materiales y métodos

Colectas

Se colectaron partes aéreas de L. chiapasensis, L. graveolens y L. salamensis, entre marzo y
octubre de 2020 de poblaciones silvestres en los departamentos de Totonicapan, Baja Verapaz, El
Progreso, Zacapa, Chiquimula y Guatemala. Se seleccionaron diferentes individuos de cada especie
al azar en sus medios silvestres. ElI material vegetal colectado se sec6 en un secador solar a
temperatura entre 28 y 32 °C y luego fue pulverizado en un molino. Por su parte, L. dulcis fue
adquirida seca y fragmentada por la empresa Quimiprova, debido a la dificultad de colectar la
especie en el campo, dadas las limitaciones ocasionadas por la pandemia por COVID-19.

Obtencion de extractos etandlicos

Dos porciones de 50 g de material vegetal seco de cada una de las cuatro especies de estudio
fueron sometidas a maceracion por 48 horas con tres porciones consecutivas de 500 mL de etanol al
70% dentro de frascos de vidrio ambar. Los macerados fueron posteriormente filtrados y luego
evaporados en rotavapor. Se pesaron los extractos obtenidos para calcular rendimiento y luego se
trasvasaron a viales para centrifuga de fondo conico de 1 mL debidamente rotulados y almacenados

en refrigeracion para posteriores ensayos de actividad antibacteriana.

Extraccion de aceite esencial

Los aceites esenciales de las plantas de estudio fueron extraidos utilizando 40.0 g de cada
especie, por medio de hidrodestilacion en un aparato tipo Clevenger durante 2 h'y se recuperaron en
pentano. Después de la extraccion, el pentano se elimind en un rotavapor a 40 °C y los aceites se

pesaron en una balanza analitica para determinar el rendimiento de extraccion.
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Ensayos de actividad bioldgica

Para la determinacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial y el extracto etandlico
70% de las distintas especies del género Lippia spp. seleccionadas, se utilizd una modificacion de la
técnica de difusion en disco descrita por Alderman y Smith (2001). Para ello se utilizé cultivos puros de
Aeromonas hydrophila (AH) en concentracion bacteriana de 108 UFC/mL. Los cultivos bacterianos
fueron lavados individualmente con solucion salina 0.85%, para remover productos extracelulares,
posterior, se inocularon 100 pl de la solucion bacteriana preparada y se esparcio en la superficie del agar

Mueller Hinton (MHA: Merck) de manera uniforme. Se procedio a dejar a temperatura ambiente durante

5 minutos para que la suspensién bacteriana fuera absorbida por el agar.

Posteriormente, se colocaron 10 pl de aceite esencial (EOS) y 40 mg de extracto etandlico (ET)

de cada especie de Lippia spp. de forma individual, en disco en blanco para pruebas de sensibilidad

(BBL®). Los discos fueron colocados equidistantes en la placa de agar con la bacteria a evaluar.

Las placas de agar sembradas fueron incubadas durante un periodo de 24 - 48 horas a 28.0 +
1.0 °C. Finalizado el tiempo de incubacion se evalud visualmente el crecimiento bacteriano
alrededor de los discos con los productos naturales de las plantas de estudio. El diametro de
inhibicion bacteriano fue medido en (mm) en angulos opuestos, y se determin6 como el promedio de
todas las mediciones de las réplicas. Se utiliz6 como control positivo oxitetraciclina (OXI) el cual es

el antibidtico de mayor uso en la acuicultura y como control negativo se utilizé metanol.

Evaluacién de resultados

Se elaboraron tablas y gréficas con las concentraciones y rendimientos de los extractos
etanolicos y aceites esenciales obtenidos.

22



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidon General de Investigacidon —DIGI-

11 Resultados y discusion

11.1 Resultados

11.1.1 Colecta de especies del género Lippia spp. de diferentes regiones del interior

de Guatemala

Se detalla la informacion de campo colectas de especies del género Lippia spp. en sitios del

interior de Guatemala, con excepcidn de la especie L. dulcis, la cual fue adquirida por la empresa

Quimiprova (Tabla 1).

Tabla 1

Datos de campo de colectas de especies del género Lippia spp. en diferentes localidades de

Guatemala.
Especie Localidad de Cddigo Coordenadas Fecha de Estado
colecta geograéficas/ colecta fenologico
Altitud
Lippia Aldea Patachaj, LC N 14°5540.9" Marzo 2020  Fructificacion
chiapasensis San  Cristobal O 091° 27’ 14.1"
Loes. Totonicapan, 2,572 msnm
Totonicapan
Lippia Universidad de LS N 14°35'07.2"  Junio 2020 Frutificacion
salamensis ~ San Carlos de O 090° 33" 11.4"
Loes. Guatemala, 1,492 msnm
Campus
central, zona 12
Lippia Universidadde  LS1 N 14°35'07.2"  Agosto 2020  Fructificacion
salamensis  San Carlos de 0 090° 33" 11.4"
Loes. Guatemala, 1,492 msnm
Campus
central, zona 12
Lippia Quimiprova, 62 LD -- Septiembre Fructificacién
dulcis avenida 22-47 2020
Trevir. zona 12, ciudad
de Guatemala
Lippia Cumbre de EI LS2 N 14°58'57.7"  Octubre 2020 Vegetativo
salamensis  Chol, Baja O 090° 28' 18.0"
Loes. Verapaz

23



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidon General de Investigacidon —DIGI-

Lippia
salamensis
Loes.
Lippia
graveolens
Kunth

Lippia
graveolens
Kunth

Lippia
dulcis
Trevir.

Lippia
chiapasensis
Loes.

Lippia
graveolens
Kunth

Lippia
graveolens
Kunth
Lippia
graveolens
Kunth
Lippia
dulcis
Trevir.

Rabinal, Baja
Verapaz

Aldea El
Subinal,
Guastatoya, El
Progreso

Aldea El
Carrizal, San
Jacinto,
Chiquimula
Aldea San
Antonio El
Socorro,

Malacatan, San
Marcos

Aldea Patachaj,
San  Cristébal
Totonicapan,
Totonicapan
Carretera
Interamericana,
km 935, San
Agustin
Acasaguastlan,
El Progreso
Aldea La Tuna,
Ipala,
Chiquimula

Aldea Casas de
Pinto, Rio
Hondo, Zacapa
Universidad de
San Carlos de
Guatemala,
Campus

central, zona 12

LS3

LGM

LGC

LD1

LC1

LGT

LGC1

LGT1

LD2

1,374 msnm

N 15° 02'28.6"
O 090° 29'09.4"
1,362 msnm

N 14° 51'20.7"
O 090° 08'01.0"
514 msnm

N 14° 37'18.0"
O 089° 28'58.0"
700 msnm

N 14° 52'09.4"
0 092° 06'26.6"
222 msnm

N 14° 55 28.6"
0 091° 26' 54.8"
2,432 msnm

N 14° b55'34.8"
O 089° 56'48.6"
278 msnm

N 14° b55'34.8"
0O 089° 56'48.6"
278 msnm

N 15° 01'25.4"
0089° 36'35.6"
180 msnm

N  14°3503.9"
0O 090° 33'12.9"
1,489 msnm

Octubre 2020

Octubre 2020

Octubre 2020

Octubre 2020

Octubre 2020

Noviembre
2020

Noviembre
2020

Diciembre
2020

Diciembre
2020

Vegetativo

Floracion

Floracion

Floracion

Fructificacién

Fructificacién

Fructificacién

Floracion

Vegetativo
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11.1.2 Rendimientos de extractos etandélicos de especies del género Lippia spp. de
regiones del interior de Guatemala

Se presentan los resultados de pesos y rendimientos de extractos etandlicos obtenidos de las partes
aereas de especies del género Lippia spp. de diferentes localidades del interior de Guatemala (Tabla
2).

Tabla 2
Pesos y rendimientos de extractos etanolicos obtenidos de partes aéreas de especies del género

Lippia de diferentes localidades de Guatemala.

Codigo Peso materia Numero de Peso del Rendimiento
vegetal seca extracciones extracto (%)
@) @)
LC 100 6 31.62 31.62
LD 100 6 14.64 14.64
LS 100 6 11.21 11.21

11.1.3 Rendimientos de aceite esencial obtenidos de especies del género Lippia spp. de regiones
del interior de Guatemala

Tabla 3
Pesos y rendimientos de aceite esencial obtenidos de partes aéreas de especies del género Lippia de
diferentes localidades de Guatemala.

Cadigo Peso materia Numerode  Peso del aceite Media del rendimiento

vegetal seca (g) extracciones esencial (g) (desviacion estandar)
LC 47.95 2 0.22 0.47 (0.01)
LD 710.00 8 0.25 0.03 (0.01)
LS 257.29 4 3.01 1.44 (1.56)
LGC 80.00 2 1.56 1.95 (0.21)
LGT 40.00 1 0.27 0.67 (0.00)
LS3 80.00 1 1.33 1.66 (0.00)
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11.1.4 Resultados de actividad antibacteriana de extractos de plantas del género Lippia spp.
frente a Aeromonas hydrophila

Se presenta los resultados de estadistica descriptiva de la actividad antibacteriana frente a
Aeromonas hydrophila de los extractos etanodlicos y aceites esenciales obtenidos de plantas del
género Lippia spp. de diferentes localidades del interior de Guatemala (Tabla 4, Figura 1).

Tabla 4

Estadistica descriptiva de actividad antibacteriana frente a Aeromonas hydrophila de extractos

etandlicos y aceites esenciales de especies del género Lippia de diferentes localidades de Guatemala.

PLANTA EXTRACTO Variable n Media D.E. Min Max Mediana P(95)
CNT OXI Y 3 2381 086 2321 2479 2343 24.79
LC EOS Y 4 736 058  6.59 7.80 7.52 7.80
LC ET Y 6 11.28 3.50 815 1791 10.72 17.91
LD EOS Y 3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
LD ET Y 6 1119 087 962 1194 11.37 11.94
LGT EOS Y 3 2898 100 2823 30.12 28.59 30.12
LS EOS Y 3  6.27 049 575 6.73 6.33 6.73
LS ET Y 6 11.78 1.77 8.68 13.79 12.03 13.79

CNT: control; OXI: oxitetraciclina; ET: extracto etandlico 70%; EOS: aceite esencial.
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Figura 1

Actividad antimicrobiana de extractos etanolicos y aceites esenciales de especies del género Lippia
spp. frente a Aeromonas hydrophila.

11.2 Discusion de resultados

11.2.1 Rendimientos de extractos etandlicos y aceites esenciales obtenidos de plantas del género
Lippia spp.

Se aprecian los resultados obtenidos de la extraccion del material vegetal seco de especies de
Lippia spp. con etanol al 70%. EI mayor rendimiento de extraccion se obtuvo para L. chiapasensis,
con 13.62%, superior a L. dulcis para la que se obtuvo un rendimiento de extraccion de 14.64% vy a
L. salamensis para la que se obtuvo un rendimiento de 11.21% (Tabla 2). En cuanto al aceite
esencial, puede observarse en la que el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo para L.
graveolens colectado en la aldea El Carrizal (LGC) con 1.95%, seguido por L. salamensis colectada
en Rabinal, Baja Verapaz (LS3) con 1.66% y por L. salamensis colectada en el campus de la
Universidad de San Carlos, con 1.44%. EI menor rendimiento de extraccion de aceite esencial de las

plantas de estudio se observo para L. dulcis, con 0.03% (Tabla 3).
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11.2.2 Actividad antimicrobiana de extractos etanolicos y aceites esenciales de especies de
Lippia spp. frente a Aeromonas hydrophila.

Tanto los extractos etandlicos de tres plantas (L. chiapasensis, L. dulcis y L. salamensis)
como los aceites esenciales de tres de las cuatro plantas de estudio, con excepcién del aceite esencial
de L. dulcis, mostraron actividad inhibitoria contra A. hydrophila. En el caso de las tres plantas de
estudio para las que se obtuvieron extractos etanolicos (L. chiapasensis, L. dulcis y L. salamensis), el
extracto etandlico mostré mayor efecto inhibitorio, con diametros de inhibicion bacteriana entre
11.18'y 11.78 mm.

Entre los extractos etanolicos, fue el de L. salamensis el que presenté mayor diametro de
inhibicion promedio contra A. hydrophylla (11.78 mm), sin embargo, ya que el extracto de L.
chiapasensis present6 un diametro de inhibicion medio de 11.28 mm, y el mayor rendimiento de
extraccion (31.62%) entre las plantas de estudio, doblando por lo menos el rendimiento de las otras
dos especies, puede considerarse como la especie con el extracto mas promisorio para su utilizacion
en acuicultura. Debe considerarse el fraccionamiento cromatografico de los extractos etanolicos de
las plantas de estudio para separar los metabolitos que puedan presentar la actividad antibacteriana.
Para L. dulcis, cuyo rendimiento de aceite esencial fue bajo (0.03%), es importante considerar que el
extracto etanolico presentd actividad antibacteriana similar a los extractos etandlicos de L.
salamensis y L. chiapasensis. De esta forma, para L. dulcis, es el extracto etandlico el que presenta
potencial de uso como nutracéutico y no su aceite esencial, ya que no present6 actividad contra A.
hydrophyla. No fue obtenido el extracto etanolico de L. graveolens, por lo que no pudo determinarse
la actividad antibacteriana que puede presentar.

En el caso de los aceites esenciales, el aceite de L. graveolens colectado en San Agustin
Acasaguastlan, El Progreso, presentd la mayor actividad frente a A. hidrophyla, con un diametro medio
de inhibicién bacteriana de 28.98 mm, que cuatriplica el diametro medio de los aceites de L. salamensis
y L. chiapasensis. Son conocidas las propiedades antibacterianas de los compuestos fendlicos como el
timol, principal componente del aceite esencial de L. graveolens procedente de San Agustin

Acasaguastlan (Pérez et al., 2012), por lo que la actividad de este aceite contra A. hidrophyla,
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puede atribuirse a este compuesto. En el caso del aceite esencial de L. dulcis y L. salamensis de
Guatemala, no se han encontrado fenoles en su composicion en estudios previos (Pérez et al., 2007;
Pérez et al., 2017). El efecto inhibitorio y el alto rendimiento de extraccion mostrados por el aceite
esencial de L. graveolens, posicionan a este aceite como el mas promisorio para su uso en
acuicultura. Deben completarse los ensayos con los otros aceites obtenidos en el estudio, asi como
establecer su composicion quimica, para poder establecer si los diferentes quimiotipos de L.
graveolens presentan diferencias de actividad antibacteriana. En comparacién con el uso de
antibioticos de uso comercial en acuicultura y los diversos productos de Lippia spp., se observa que
no existe diferencia significativa cuando se compara con el aceite esencial de L. graveolens, lo que
indica que ambos poseen el mismo efecto antimicrobiano.

De esta forma en el presente estudio se establecio que el extracto etandlico de L. chiapasensis
y L. salamensis, y el aceite esencial de L. graveolens presentan potencial para su uso como
nutracéuticos en la prevencion de enfermedades producidas por patégenos en la acuicultura

guatemalteca.
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13 Apéndice

13.1 Fotografias de colecta en campo

Fotografia 1. a) Max Mérida seleccionando partes aéreas de L. salamensis en la Cumbre del Chol,
Baja Verapaz. Fotografia por Francisco Pérez Sabino. b) Francisco Pérez Sabino colectando partes
aéreas de L. salamensis en la Cumbre del Chol, Baja Verapaz. Fotografia por Max Mérida.
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Fotografia 2. a) Max Mérida colectando partes aéreas de L. graveolens en aldea El Subinal,
Guastatoya, El Progreso b) Detalle de hojas y flores de L. graveolens. Fotografias por

Rodolfo Orozco

Fotografia 3 . Partes aéreas de L. chiapasensis en aldea Patachaj, San Cristobal
Totonicapan, Totonicapan. Fotografia por Max Mérida
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13.1 Fotografias de obtencion de extractos en laboratorio

Fotografia 4. a) Extraccidn simultanea de aceite esencial de hojas de L. chiapasensis en aparatos
Clevenger. b) Aceite esencial obtenido de hojas de L. chiapasensis pesado y etiquetado. Fotografias

por Max Mérida.

Fotografia 5. a) Rotaevaporacién de macerado etan6lico 70% de hojas de L.
chiapasensis de Totonicapan. b) Extractos desecados de hojas de L. chiapasensis de Totonicapan.
Fotografias por Max Mérida.
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13.1 Fotografias de ensayo antimicrobianos

Fotografia 6. Cultivo y siembra de Aeromonas hydrophila en el Laboratorio de Sanidad Acuicola

del CEMA. Fotografias por Zonia Caravantes Alvarado

Fotografia 7. a) Colocacion del aceite esencial de L. graveolens sobre sensidiscos en blanco. b)
Zonia Caravantes colocando los sensidiscos en las placas de agar de A. hydrophila Fotografias por
Rodolfo Orozco

36



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigacidon —DIGI-

14 Aspectos éticos y legales (si aplica)

Se tramitd y obtuvo las licencias de colecta y de investigacion del Consejo Nacional de
Areas Protegidas (CONAP), para la investigacion de especies del género Lippia spp. de

Guatemala.

15 Vinculacion

La unidad de investigacion proponente ha mantenido los vinculos académicos con el
Instituto de Pesquisas Naturales de Universidad Federal de Rio de Janeiro especificamente con
el apoyo para la determinacién de compuestos quimicos de extractos de plantas nativas de

Guatemala.

16 Estrategia de difusién, divulgacion y proteccion intelectual

Los resultados de esta investigacion se presentaron en la conferencia virtual de la GA -

69" Annual Meeting llevada a cabo con la ciudad de Bonn, Alemania del 5 al 8 de septiembre

de 2021 y también fueron publicados en el numero 87 de la revista Planta Medica con el titulo
“Biological activity of the ethanolic extracts and essential oils of four species of the genus
Lippia from Guatemala, against the aquaculture pathogen Aeromonas hydrophyla”

Disponible en:

(PDF) Biological activity of the ethanolic extracts and essential oils of four species of the genus Lippia
from Guatemala, against the aquaculture pathogen Aeromonas hydrophila (researchgate.net)
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17 Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS:

La presente investigacion contribuye al Objetivo de Desarrollo Sostenible 2, “Poner fin al
hambre” especificamente en la meta 2.3 “Para 2030, duplicar la productividad agricola y los ingresos de
los productores de alimentos en pequefia escala, en particular las mujeres, los pueblos indigenas, los
agricultores familiares, los pastores y los pescadores, entre otras cosas mediante un acceso seguro y
equitativo a las tierras, a otros recursos de produccién e insumos, conocimientos, servicios financieros,
mercados y oportunidades para la generacion de valor afiadido y empleos no agricolas™, asi como al
objetivo 15. “Proteger, restaurar y promover la utilizacion sostenible de los ecosistemas terrestres,
gestionar de manera sostenible los bosques, combatir la desertificacion y detener y revertir la
degradacion de la tierra, y frenar la pérdida de diversidad bioldgica” especificamente con las metas 15.6
“Promover la participacion justa y equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion de los
recursos genéticos y promover el acceso adecuado de los recursos, como se ha convenido
internacionalmente”. Esto se pretende evaluando el potencial de aprovechamiento de las especies del
género Lippia, propias de Guatemala, por medio de la identificacion la actividad bioldgica de los
extractos de cuatro especies del género, contra patdégenos que afectan a la acuicultura, para promover el
uso sostenible de estas plantas que en la actualidad han sido subutilizadas y con las cuales se busca

desarrollar alternativas de ingresos para las comunidades del area rural.
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