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TiITULO DEL TRABAJO: Evaluacién del potencial antifingico de los aceites esenciales
comerciales de Canela (Cinnamomum verum J. Presl) y Laurel (Laurus nobilis L.) En el control
de Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, Epicoccum nigrum Link, Curvularia hawaiiensis
Manamgoda, L. Cai, K.D. Hyde y Aspergillus niger van Tieghem..

RESUMEN: Los problemas causados por las enfermedades fungicas provocan la disminucién en
cantidad y calidad de las cosechas y por tanto de los alimentos. Solo los hongos fitopatdgenos
provocan una pérdida de cerca del 20% de los principales alimentos y cultivos de mayor
importancia econdmica. Debido a la prohibicién de numerosas sustancias, asi como al
aumento en la resistencia a antifungicos, tratar estos problemas requiere de nuevas
alternativas.

Las sustancias quimicas producidas por diversas plantas aromdticas, como mecanismo de
autoproteccidn, son fuentes potenciales que cumplen la misma funcién que los fungicidas, con
la ventaja de que son respetuosos con el medio ambiente y que presentan baja toxicidad. En el
presente trabajo se estudia la capacidad antifungica “in vitro” de los aceites esenciales de
Laurel (Laurus nobilis) y de Canela (Cinnamomum verum) frente a Botrytis fuckeliana y los
hongos Epicoccum nigrum, Curvularia hawaiiensis y Aspergillus niger. Y el efecto del aceite de
canela en la conservacidn de la uva de mesa, frente a Botryotinia fuckeliana.

Se ha estudiado la respuesta de los hongos, frente a ambos aceites esenciales. Primero, se
realizaron distintos bioensayos a concentraciones de 300 pug/mL con los aceites esenciales
comerciales de laurel y canela, en medio de cultivo PDA. Se midié y comparé con el testigo, el
crecimiento radial diario (mm) hasta el dia 14 y se calculd la velocidad de crecimiento. La
adicion de aceite de laurel al medio de cultivo, llego a inhibir el crecimiento de los hongos
alrededor del 15%. Mientras que con la adicién de canela se llegé a inhibir porcentajes entre el
70-80% en las especies Epicoccum y Curvularia, ademds de modificar la forma de crecimiento,
el color, la esporulacién y la textura de las colonias.

Viendo los resultados satisfactorios obtenidos con el aceite esencial de canela a 300 pug/mL, se
calculd la inhibicién del crecimiento micelar (MGI) a 100, 200 y 300 pg/mL, con la intencién de
comprobar si se obtenian resultados similares a menor dosis. Con estos ensayos se pudo
observar que a 200 pg/mL si que se obtenia un resultado similar, provocando practicamente el
mismo efecto inhibitorio que a 300 pg/mL. Sin embargo, a una concentracién de 100 pg/mL, la
canela redujo drasticamente su potencial inhibitorio, perdiendo efectividad.

El aceite de canela demostré la efectividad en la conservacidon de la uva de mesa frente a
Botryotinia fuckeliana. Redujo notablemente el porcentaje de uvas desprendidas y manchadas,
y mejoro la turgencia y el aspecto visual de las uvas.

Como conclusidn decir que, viendo el potencial inhibitorio del aceite esencial de canela, tratar
cultivos y alimentos almacenados con este aceite esencial, podria ser una buena alternativa
gue sustituya el uso de productos quimicos de sintesis. Siendo mas respetuoso con el medio
ambiente, mas seguros para el consumidor y aumentando la vida post cosecha de los
alimentos.

PALABRAS CLAVE: actividad antifingica, canela, laurel, aceite esencial.



TITLE: Evaluation of the antifungal potential of commercial essential oils of (Cinnamomum
verum J. Presl) and Laurel (Laurus nobilis L.) controling Botryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetzel, Epicoccum nigrum Link, Curvularia hawaiiensis, Manamgoda, L. Cai, K.D. Hyde y
Aspergillus niger van Tieghem.

ABSTRACT: The problems brought by fungal diseases in agriculture decrease the quantity and
quality of the crop and so the food products. Close to 20% of the main crops and products of
higher economic importance is lost only due to phytopathogenic fungi. After the prohibition of
numerous substances and increasing the resistance to antifungal agents treating these
problems requires new alternatives

Some aromatic plants produce chemicals as a mechanism of self-protection; these chemicals
are potential sources that serve the same function as fungicides, with the advantage that they
are environmentally friendly and have low toxicity. In this work we study the antifungal activity
"in vitro" of essential oils Laurel (Laurus nobilis) and Cinnamon (Cinnamomum verum) against
Botrytis fuckeliana and Epicoccum nigrum, Curvularia hawaiiensis and Aspergillus niger. And
the effect of cinnamon oil on the conservation of table grapes versus Botryotinia fuckeliana.

We have studied the response of fungi, against both essential oils. First, were performed
different bioassays with a concentration of 300 pug/mL with commercial essential oils of laurel
and cinnamon on PDA growth media. It was measured and compared with the control, the
daily radial growth (mm) until day 14, and the growth rate was calculated. Adding laurel oil
into the growth media the inhibition growth were about 15%. While the addition of cinnamon
reached inhibit percentages between 70-80% in Epicoccum and Curvularia species, it also
modified the growth form, color, sporulation and texture of the colonies.

Observing the possitive results obtained with the essential oil of cinnamon with 300 pg/mL, it
was calculated the mycelial growth inhibition (MGI) with 100, 200 and 300 pg/mL, with the
intention of checking similar results at lower doses . With these tests it was observed that with
200 pug/mL we obtained similar results, practically the same inhibitory effect than with 300
pg/mL. However, at a concentration of 100 pg/mL, cinnamon drastically reduced their
inhibitory potential, losing effectivity.

The cinnamon oil demonstrated the effectiveness in the conservation of the table grape
against Botryotinia fuckeliana. It reduced the percentage of grapes separated and stained, and
improved the turgor and visual appearance of the grapes.

In conclusion, seeing the inhibitory potential of the essential oil of cinnamon, treating crops
and stored food with this essential oil, could be a good alternative to replace the use of
agrochemicals. Being more environmentally friendly, safer for the consumer and increasing
food products self-life after harvesting.

KEYWORDS: antifungal activity, cinnamon, laurel, essential oil.
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1.1. LA CONTAMINACION POR HONGOS EN LOS PRODUCTOS DE
ORIGEN VEGETAL

Los hongos constituyen el grupo mas importante de agentes fitopatdégenos en razén del
numero y diversidad de enfermedades que causan (Agrios, 2005). La contaminacion por
hongos es un problema crénico en productos alimenticios, ya que tienen un efecto negativo
sobre la calidad y la cantidad de alimentos producidos. Sélo los hongos fitopatdégenos
provocan una pérdida de cerca del 20% de los principales alimentos y cultivos de mayor
importancia econdmica (Agrios, 2005; Rosellé y col., 2015).

Aparentemente, no hay cultivo econdmicamente importante que no sea susceptible a uno o
mas hongos, y existen hongos patogénicamente especializados sobre una sola especie vegetal
o sobre las especies de un solo género. A ello hay que unir su extrema versatilidad parasitica,
indicada por la variedad de especies y érganos vegetales que pueden atacar, la diversidad de
sintomas y enfermedades que pueden inducir (abolladuras, agallas, chancros, enanismos,
enrollados, manchas,...), y las estrategias de habitos ecoldgicos, formas de nutricidn y
especificidad de las interacciones que utilizan para ello. Por tanto, el desarrollo de estrategias
para el control de los hongos en los vegetales ha constituido un continuo reto.

Salvo contadas excepciones, las estrategias para la proteccidon de los rendimientos de los
cultivos que han prevalecido hasta ahora se han basado en gran parte en la utilizacién de
productos quimicos de sintesis. Sin embargo, la preocupaciéon social por la eventual
repercusién que estos pueden tener sobre la salubridad alimentaria y la calidad y preservacion
del medio ambiente han generado cautelas, y producido legislacién, para minimizar su
utilizacién. La Comisién Europea recientemente realizd una revisién de cerca de 1.000
materias activas que existian en el mercado en 1993, de las que sélo el 26%, incluyendo 71
materias activas fungicidas y 16 agentes microbianos de biocontrol (pero ningun fumigante)
han superado el proceso de armonizacidn y estdn autorizadas para su uso fitosanitario.

Recientemente, se han aprobado diferentes medidas legislativas como la Directiva
2009/128/CE por la que se establece el marco de actuacidon comunitaria para conseguir un uso
sostenible de los plaguicidas (Diaz & Segui, 2010).

En esta linea se estan investigando nuevos métodos para el control de hongos patdgenos de
los cultivos y que ocasionan problemas en post-cosecha. Siguiendo las demandas de la
poblacién, es necesario estudiar soluciones mas ecoldgicas. En los ultimos afios, se han
realizado numerosos estudios que han documentado los efectos antifungicos de los aceites
esenciales de distintas plantas, estos aceites han conseguido reducir e inhibir el desarrollo de
diferentes hongos (Corato y col., 2010; Marei y col., 2012; Santamarina y col., 2015).

1.2. LOS ACEITES ESENCIALES Y SUS PROPIEDADES
ANTIBACTERIANAS Y ANTIFUNGICAS.

Los aceites esenciales han adquirido en las ultimas décadas un renovado interés al tratarse de
productos naturales con unas caracteristicas fisico-quimicas de mucha utilidad y que respetan



INTRODUCCION

el medio ambiente (Asbahani y col., 2015). Se utilizan en medicina por sus propiedades
bactericidas, fungicidas y antiviricas. Numerosos estudios destacan que los aceites esenciales
son efectivos incluso en bacterias resistentes a antibiéticos (Burt, 2004; Mayaud y col., 2008).
Debido a su compleja estructura quimica (100 compuestos terpénicos o mas), los aceites
esenciales tienen potencial para una amplia gama de usos en el control bioldgico y microbiano,
como antibacterianos, antifungicos, antivirales, insecticidas, herbicidas y control de plagas.

La industria alimentaria también estd interesada en las propiedades de los AE, y les estan
dando usos como conservantes, en el desarrollo de nuevos envases y en la lucha contra
patégenos responsables de las intoxicaciones alimentarias como Listeria mono-cytogenes,
Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens, Pseudomonas putida y staphylococcus
aureus (Asbahaniy col., 2015).

El uso de estos aceites parece prometedor en la agricultura organica, pero su actuacién es muy
rapida y poco persistente, debido a su facil volatilizacidn. Ademas, son degradados facilmente
por oxidacion, calentamiento o exposiciéon a luz, lo que representa un problema en su
utilizaciéon (Dayan y col., 2009). Para corregir este defecto, se estan desarrollando
formulaciones alternativas que estabilicen el producto, como son la microencapsulacion o
nanoencapsulacion, con el fin de aumentar la duracién de su efecto, reducir su volatilizacion,
simplificar su manejo, y ralentizar su degradacion en el medio ambiente (Sancho, 2011;
Armendariz, 2016).

Los AE representan una fraccion muy pequeiia del total de la planta (menos del 5% del total de
materia seca). Estdn compuestos principalmente por terpenoides, en especial monoterpenos
(C10) y sesquiterpenos (C15), y otras sustancias tales como compuestos aromaticos, oxidos,
alcoholes, éteres, esteres, aldehidos y cetonas. Debido a su naturaleza hidréfoba y su
densidad, generalmente menor que la del agua, son compuestos lipdfilos, solubles en
disolventes organicos e inmiscibles en agua (Asbahaniy col., 2015; Sancho, 2011).

Los aceites esenciales son liquidos oleosos aromaticos, son compuestos naturales complejos,
voldtiles, sintetizados por plantas aromaticas. Se pueden obtener de forma facil y econémica a
partir de material vegetal: brotes, flores, semillas, hojas, ramas, corteza, madera, frutos y
raices. Fundamentalmente de las partes no lefiosas de la planta, especialmente de las hojas.
Pueden ser obtenidos por presidn, fermentacidn, o extraccion, pero el método mas comun
para la produccién comercial es el de destilacion por vapor. Sus componentes individuales
pueden ser extraidos del material vegetal o fabricados sintéticamente.

En la naturaleza juegan un papel ecolégico importante, ya que estan envueltos en las
interacciones entre las plantas, inhiben o estimulan la germinacion de otras especies
vegetales, de manera que actuan como aleloquimicos. También representan una defensa
contra herbivoros, insectos, hongos y patégenos. Pueden atraer a los insectos polinizadores, o
incluso ser secretados como respuesta a situaciones de estrés (Sancho, 2011).

Respecto a su composicidon existen numerosas publicaciones. Pueden contener mas de 60
componentes individuales. Los componentes mayoritarios pueden suponer un 85% del aceite,
mientras que otros componentes se encuentran sélo en trazas. Parece ser que los compuestos
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fendlicos son los principales responsables de la actividad antibacteriana y antifungica de estos
aceites, hay evidencias de que los componentes minoritarios tienen un papel importante en su
actividad, produciendo un efecto sinérgico con otros componentes. El analisis de su
composicion detallada se ha conseguido mediante Cromatografia de Gases y Espectrémetro de
Masas.

La composicion de los aceites de algunos tipos de plantas puede variar segun la época de la
cosecha y la situacién geografica. Generalmente, los procedentes de las plantas cosechadas
durante o inmediatamente después de la floracién, poseen una mayor actividad
antimicrobiana. La composicion de los aceites de diferentes partes de una misma planta,
también puede variar ampliamente (Burt, 2004; Santamarinay col., 2015).

Es sabido, desde hace ya mucho tiempo, que gran parte de los aceites esenciales tienen
propiedades antibacterianas. La primera medida experimental de las propiedades bactericidas
de los vapores de aceites esenciales se dice que fue llevada a cabo por De La Croix en 1881
(Boyle, 1955). Los aceites o sus componentes tienen, ademas de propiedades antimicrobianas,
propiedades antiviricas, antifungicas, herbicidas y propiedades insecticidas.

Diversos autores han tratado la actividad antifungica de los aceites y sus compuestos.
Mueller-Riebau & Berger (1995) evaluaron 9 aceites esenciales contra 4 especies de hongos
fitopatogenos, mientras que Wilson y col., (1997) evaluaron 49 aceites contra Botrytis cinerea.
Dafereray col., (2003) probaron 8 aceites contra 2 especies de hongos. La actividad antifiingica
en estos trabajos estuvo fuertemente asociada con fenoles monoterpénicos, especialmente el
timol, carvacrol y eugenol. Se ha encontrado que otros componentes de los aceites, como el
aldehido cindmico de la canela, el mentol de la hierbabuena y el eugenol del clavo, presentan
actividad antifungica. En otro estudio (Velluti y col., 2003) probaron los aceites de clavo,
canela y orégano sobre Fusarium proliferatum, consiguiendo inhibir el crecimiento de este
hongo. Otros autores han determinado la capacidad de los AE en la inhibicién del desarrollo de
los hongos de post-cosecha en condiciones in vitro e in vivo (Barrera y col., 2009; da Silveira y
col., 2014; Knaak y col., 2013).

También se han estudiado los posibles efectos antagonistas, sinérgicos y aditivos que ejercian
la combinacién de diferentes aceites esenciales (Goni y col., 2009; Gutierrez y col., 2008).

Ademas, se han estudiado los cambios morfoldgicos que los aceites esenciales producen sobre
los microorganismos. Asi, Rasooli y col., (2006), estudiaron los cambios morfoldgicos de
Listeria monocytogenes mediante microscopia electrénica como resultado a la exposicién de 2
aceites esenciales procedentes de la hidrodestilacion de las hojas de 2 variedades de tomillo.
El TEM mostré que las células de Listeria monocytogenes no tratadas con los aceites esenciales
presentaban una pared celular continua, delgada y lisa. A medida que la concentracién del
aceite esencial se incrementd, la pared celular bacteriana perdié lisura y uniformidad. La
interrupcién de la membrana celular y la falta de citoplasma fueron evidentes en una fase
temprana del tratamiento de las células a concentraciones bajas de aceite esencial de tomillo.
El citoplasma perdidé incluso su distribucion y mostré aglutinaciéon de los materiales
intracelulares. Ademads, mostraron una falta de citoplasma como resultado de la disminucién
de la funcionalidad de las propiedades barrera de la membrana celular. Por otro lado, Lambert
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y col., (2001), observaron que la adicidn de aceite esencial de orégano o sus componentes
(timol y carvacrol) produjeron una alteracién en membrana de Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus. Asimismo, la adicién del aceite esencial de orégano, implicé la pérdida
de iones en comparacion al control y cambios en el pH de las células estudiadas.

La actividad antifungica de los AE no puede ser facilmente correlacionada con un componente
individual, sino con una mezcla de los compuestos presentes en ellos (Tzortzakis, 2009). La
interaccion de compuestos antimicrobianos cuando se aplican en una mezcla no se comprende
todavia del todo y necesita de mas investigacion. Asi, si un par de compuestos antimicrobianos
con diferentes mecanismos de inactivacidn, son aplicados juntos, se podria conseguir un mejor
control microbiano, si tienen lugar los efectos sinérgicos o aditivos (Davidson y col., 2005).

No sélo se han realizado estudios de la actividad microbiana in vitro, sino también in vivo,
aplicandolos en alimentos, como ensaladas de frutas (Belletti, Lanciotti, & Patrignani, 2008), en
pimientos (Bagamboula, Uyttendaele, & Debevere, 2004), en lechugas y zanahorias (Singh y
col., 2002), en cerezas (Serrano y col., 2005), uvas de mesa (Valero y col.,, 2006) y en
melocotones (Montero y col., 2011). En estos tres ultimos casos se aplicaron en fase vapor. En
estos estudios se consiguid reducir el grado de contaminacidn microbioldgica a partir de
aceites esenciales. Montero y col., (2011) al aplicar aceite esencial de canela en una etiqueta
de un envase activo, observaron que un 12,5% de la fruta estaba infectada frente a un 86,1%
correspondiente al control a los 12 dias de almacenamiento. Estos resultados ponen de

manifiesto el alto poder antimicrobiano del aceite esencial de canela.
1.3. EL LAUREL (Laurus nobilis L.). DESCRIPCION Y ACEITE ESENCIAL

El Laurel (Laurus nobilis L.) pertenece a la familia de las Laurdceas. Es un arbol perenne de
porte arbustivo que suele medir de 2 a 6 metros de altura (puede llegar a 10 m), crece
espontaneamente en los paises de la cuenca mediterranea hasta unos 1200 m de altitud. Es
originario del Mediterraneo y de Asia menor, a orillas del Mar Negro. Ademas, es el Unico
laurel que no es téxico; se distingue de los demas por el delicioso y potente aroma de sus hojas
al cortarlas o frotarlas (Ubillos & Montalban, 2009).

Es un arbol de crecimiento muy lento y muy sensible a las heladas, de tronco recto y corteza
grisacea, con la copa densa. Las ramas son erguidas y recubiertas por una corteza lisa. Las
hojas son alternas, aromaticas, coridceas, de 5-10 cm de largo, oblongas-lanceoladas,
puntiagudas en los dos extremos, con el haz verde oscuro brillante y el envés algo mds claro
(Figura 1). Sus hojas,ricas en aceites esenciales que le otorgan su caracteristico aroma, pueden
recolectarse durante todo el afo. Hay que tener presente que cuanto mads jovenes sean las
hojas, mas alto es su contenido en principios activos. Las flores son dioicas o hermafroditas, de
color amarillo verdoso, en grupos de 4-6 en inflorescencias paniculadas en las axilas foliares;
flores sin pétalos, con 4 sépalos concrescentes en la base, por lo general 12 estambres. Florece
en marzo-abril (Bartels, 2007). El fruto es una baya ovoide globosa de 10-15 mm, negra,
suavemente acuminada. Sélo contiene una semilla, madura en otofo y es muy aromatico. Este
fruto contiene un 3% de aceite esencial volatil. Las flores y las hojas lo contienen en un 4%
(Talavera & Castroviejo, 1999).
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El Laurel ademas de ser utilizado como especia en la cocina, se le atribuye propiedades
estimulantes, diuréticas, estomacales, carminativas, expectorantes, sudorificas y colagogas.

Liam. 66 —Lenews robilis, Barcelona, cultivado: a) rama florida; b) Nor masculina: ¢) estambire;
) rama frectifera: ¢ floe femenina: 1) seccidn de Nor femening: @) frno maduro,

Figura 1. Arbol del laurel (Laurus nobilis L.) (Figura tomada de Flora Ibérica).

Del laurel se utilizan prioritariamente sus hojas y, en menor medida, sus frutos en distintas
preparaciones tanto culinarias como farmacoldgicas. Las hojas se emplean frescas, secas u
obteniendo por destilacidn el aceite de laurel. El aceite es el principio activo empleado en las
soluciones medicinales y estd compuesto por un 45% de cineol, eugenol y tanino. Por otra
parte, los frutos, de los que se obtiene la manteca, contienen un 25% de materias grasas
formadas por acidos laurico, oleico, palmitico y linoleico, aplicindose en veterinaria para
combatir los parasitos del ganado.

La composicion del aceite de hojas de laurel ha sido ampliamente estudiada por algunos
autores, siendo 1,8-cineol el componente mayoritario de los provenientes de Marruecos
(Derwich & Benziane, 2009), Turquia (Dadalioglu & Evrendilek, 2004; Kilic & Altuntas, 2006;
Ozcan & Chalchat, 2005), China (Lin y col., 1990), Tinez (Bouzouita y col., 2001), Croacia-Serbia
(Politeo y col., 2007; Simic y col., 2004) e Italia (Flamini y col., 2007). Este compuesto también
ha sido el mayoritario en el aceite de laurel obtenido en el trabajo de Calle (2010) realizado en
el Instituto Agroforestal Mediterraneo. Sin embargo, no sucede lo mismo con el resto de
componentes mayoritarios, que varian notablemente dependiendo de la procedencia del
material vegetal. Sabineno fue el segundo compuesto en importancia del aceite procedente de
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Antakya, Iran (Verdian, 2009), seguido de acetato de a-terpinilo y a-terpineol, mientras que,
en el aceite esencial proveniente de Marruecos, los mayores porcentajes después de 1,8-
cineol fueron acetato de a-terpinilo y limoneno. Los componentes mayoritarios que siguieron
al 1,8-cineol en el estudio de Calle (2010), material vegetal procedente de Moncada, Valencia,
fueron acetato de a-terpinilo y metil eugenol.

1.4. LA CANELA (Cinnamomum verum ). Presl). DESCRIPCION Y
ACEITE ESENCIAL

La canela o canelo cuyo nombre cientifico es Cinnamomum verum pertenece a la familia de las
Lauredceas. Es originario de Celian, Sri Lanka, pais con la mayor produccion mundial, de ahi la
denominacion de Cinnamomum zeylanicum utilizada durante muchos afios. También se cultiva
en Brasil, Birmania, India, Indonesia, Indias occidentales e islas del océano Pacifico. El canelo
habita en climas calidos, carentes de inviernos frios, estd asociada a la selva tropical y a los
bosques de encinas y pinos. El arbol o arbusto es pequeio y perennifolio, puede alcanzar 10-
12 m de altura en su estado silvestre, pero se poda formando arboles mds pequefios y densos,
facilitando su cultivo.

Sus hojas son brillantes, casi opuestas, con 3 venas prominentes, simples, coridceas, largas y
aromdticas (Figura 2). Las flores son hermafroditas, aparecen agrupadas y florecen de mayo a
junio. Da frutos de color morado. La corteza es gruesa, papiracea, de color palido.

La canela de buena calidad es la segunda corteza del drbol que se enrolla a mano, prensando
juntos sus bordes, lo que le da aspecto de pequefia cafia. La operacidn se repite cada dia hasta
que la corteza esta bien seca, momento en que se vuelve mas oscura, suave y quebradiza. El
elevado precio que alcanza se debe a la lentitud del proceso de fabricacion. Se procura recoger
dos o tres ramas de cada arbol para permitir que crezcan nuevos retonos. La calidad aumenta
en podas sucesivas y la corteza mas fina procede de los brotes mas delgados del centro de la
planta.

La canela se usa en rama y molida. Es aromatica, antiséptica, carminativa, digestiva, actua
como vasodilatador y sudorifico. Hoy en dia se sabe algo mas del por qué era tan apreciada
como especia, ya que su aceite esencial rico en eugenol inhibe las bacterias responsables de la
putrefacciéon de la carne (Torres, 2009). El aceite esencial de las ramas de la canela puede
contener un alto porcentaje de cinamaldehido (Lopez y col.,, 2007), o mezclas de
cinamaldehido y cantidades considerables de eugenol (Ito, 2008) y grandes cantidades de
benzoato de bencilo, tanto en hojas como ramas (Nath y col., 1996).

La canela es rica en cinamaldehido y en b-cariofileno, linalol y otros terpenos. El cinamaldehido
es el componente mayoritario del aceite de las hojas de canela y produce ese aroma y sabor
asociado con la canela (Cheng y col.,, 2004). Una formulacién usando estos componentes
puede ser aplicada como pesticida, pero sin los efectos nocivos para la salud de muchos
insecticidas, con el afiadido de su agradable aroma. Ademas, cuatro componentes de la hoja
de canela, cinamaldehido, cinamil-acetato, eugenol y anetol, mostraron una gran actividad
frente a mosquitos.
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Figura 2. Detalle de rama, hojas, flores y frutos de la canela (Figura tomada de PURDUE UNIVERSITY, 2012)

Algunos estudios han mostrado que el aceite esencial de canela tiene una elevada actividad
fungicida frente a Fusarium moniliforme (Baruahy col., 1996). Los compuestos cinamaldehido,
linalol, eugenol y 1,8 cineol se han comportado como componentes activos en la inhibicién del
crecimiento de Monilia, Botrytis y Mucor (Goubran & Holmes, 1993). Helander y col., (1998)
han propuesto que cinamaldehido y eugenol inhiben la produccién por parte de las bacterias
de una enzima esencial y/o causan dafio a las paredes de las células de las bacterias.

Mds recientemente, muchos estudios han demostrado que ciertos compuestos oxigenados
como citral, geraniol, eugenol y cinamaldehido, tienen mejores propiedades antifingicas que
otros componentes comunes (Lee y col., 2005).

Recientemente (Sumalan & Alexa, 2013) han mostrado que su actividad antifungica frente a
Pichia, Saccharomyces y Hyphopichia sp. en trigo puede ser atribuida ademas del eugenol, a
grandes cantidades de acetato de eugenol, cinamaldehido y benzoato de bencilo. Asi,
extractos de canela podrian usarse como agentes antifungicos en productos con un sabor
compatible, como son los productos de panaderia, donde los hongos son el campo de batalla
mas comun (Tzortzakis, 2009).

Ademas, los frutos tratados con vapor de aceite de canela (fresa y tomate), mantienen bajos
los niveles de pudricidn del fruto, comparados con frutos no tratados (Tzortzakis, 2007).
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El aceite de canela, con eugenol como principal componente, mostré mayor actividad que el
eugenol puro, lo que sugiere que otros componentes pueden interactuar de un modo sinérgico
o aditivo acelerando sus efectos antifuingicos (Assisy col., 2011).

Debido al polimorfismo quimico de los aceites de diferentes procedencias, asi como la
variabilidad observada dentro de y entre las especies de hongos del arroz, maiz y de la cafia de
azucar (Hsuan y col., 2010), es fundamental conocer la composicién quimica de las muestras
utilizadas y realizar el aislamiento de las cepas fitopatdgenas.

1.5. LOS HONGOS

1.5.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Los hongos son pequefnos organismos productores de esporas, generalmente microscépicos,
eucaridticos, ramificados y a menudos filamentosos que carecen de clorofila y que tienen
paredes celulares que contienen quitina, celulosa, o ambos componentes. La mayoria de las
100.000 especies de hongos conocidas son estrictamente saprofitas y viven sobre la materia
organica muerta, a la que descomponen. Alrededor de 50 especies de hongos producen
enfermedades en el hombre y casi el mismo ndmero ocasiona enfermedades en los animales,
la mayoria de las cuales son enfermedades superficiales de la piel o de sus apéndices. Sin
embargo, mds de las 8.000 especies de hongos producen enfermedades en las plantas. Todas
las plantas son atacadas por algun tipo de hongo, y cada uno de los hongos parasitos ataca a
uno o mas tipos de plantas. Algunos hongos crecen y se reproducen solo cuando establecen
una cierta asociacion con las plantas que les sirven de hospedante, durante todo su ciclo de
vida estos hongos se conocen como parasitos obligados o bidtrofos. Otros requieren de una
planta hospedante durante una cierta etapa de su ciclo de vida, el cual lo pueden concluir
desarrolldandose en materia organica muerta o bien creciendo y reproduciéndose tanto en
materia organica muerta como en plantas vivas (como por ejemplo los parasitos no obligados)
(Agrios, 2005).

Los hongos son a la vez destructivos y beneficiosos para la agricultura. Por una parte, son los
descomponedores primarios de materiales organicos, contribuyendo de forma significativa a la
descomposicidon de la materia organica y al reciclado de nutrientes, pero por otro lado son
responsables de los dafios que afectan a las cosechas a través de las enfermedades que
provocan en plantas. La contaminacién fungica de los productos agricolas es un problema
cronico y conlleva la disminucidon en cantidad y calidad de las cosechas y por tanto de los
alimentos. También los hongos pueden degradar productos que son utiles para la economia
humana, por ejemplo, los productos alimentarios cuando se almacenan mal, frecuentemente
estan expuestos al biodeterioro por hongos, con el resultado de que sus cualidades como
alimentos se ven disminuidas. Ademas, los hongos con frecuencia producen compuestos
toxicos cuando crecen sobre alimentos almacenados.

En los ultimos afios se viene integrando la sistematica tradicional (morfoldgica principalmente)
con los recientes avances en filogenia molecular. Desde esta perspectiva, Hibbert y col., (2009)
establecen cuatro grandes grupos fungicos: Ascomycota (5.674 géneros y 64.056 especies
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conocidas), Basidiomycota (1.586 géneros y 31.503 especies), Chytridiomycota (105 géneros y
706 especies) y Zygomycota (168 géneros y 1.065 especies).

1.5.2. Botryotinia fuckeliana (De Bary) Whetzel

Botryotinia fuckeliana es un patégeno vegetal, y agente causal de la enfermedad conocida
como moho gris. El epiteto especifico fue nombrado por el micélogo Heinrich Anton de Bary
en honor de otro micdlogo, Karl Wilhelm Gottlieb Leopold Fuckel. Esta especie es mas
conocida por su anamorfo, Botrytis cinerea Pers.

El género Botrytis constituye un grupo de hongos fitopatégenos de gran importancia ya que se
encuentran ampliamente distribuidos. Este género cuenta con mas de 20 especies, dentro de
las cuales se encuentran B. tulipae, B. squamosa y B. fabae, que afectan al tulipan, cebolla y
haba respectivamente. Otra especie conocida es B. cinerea, la cual es capaz de infectar a
innumerables especies de plantas (polifago), causando la enfermedad conocida como
podredumbre gris (Bustamante, 2012).

B. cinerea es uno de los fitopatdgenos fungicos mas importantes, debido a su naturaleza
patogénica que le permite realizar su ciclo infectivo sobre las plantas y su naturaleza saprofita
qgue le permite vivir sobre material vegetal senescente, muerto o previamente infectado por
otros patdgenos (Cardinale y col., 2016).

Las colonias del hongo tienen un crecimiento moderado en medio artificial, pueden ser blancas
o grises dependiendo del medio de cultivo y, ademds, estas pueden ser de tipo micelial o
esporulante. El crecimiento micelial es abundante, algodonoso y de color pardo. El crecimiento
esclerocial es lento, posee un micelio escaso de color blanco que luego se torna de color gris
pardo con abundantes esclerocios de color negro distribuidos irregularmente en el medio.

Sobre los 6rganos afectados de las plantas también se observa el micelio gris (Walker y col.,
2015).

Figura 4. Conidioforos y conidios de Figura 3. Botryotinia fuckeliana en medio PDA.
Botryotinia fuckeliana.

TAXONOMIA
Sclerotiniaceae, Helotiales, Leotiomycetidae, Leotiomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota,
Fungi (Index Fungorum, 2016).
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FISIOLOGIA

Se ha registrado crecimiento a 0,93 y a 0,90 a,, y crece a una amplia gama de temperaturas,
como minimas 2-82C, maximas 28-352C, y éptimas de 22-252C. Crece en pH entre 2-8 y a
concentraciones de O, menores al 1%.

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS
No hay estudios que hayan registrado la produccidn de micotoxinas para esta especie.

ECOLOGIA

Botrytis cinerea es un patdgeno virulento, causa de la pudricién en muchos tipos de frutas
frescas. A su vez ocasiona grandes pérdidas en uva, tanto en el campo como después de la
cosecha, asi como en otros frutos como frambuesas, ardndanos, moras y fresas. También
causa el deterioro de manzanas, peras, tomates, frutas de hueso y kiwis (Pitt & Hocking, 2009).
Los sintomas provocados por este patdgeno, incluyen: pudriciéon en frutos y tubérculos,
necrosis de tejido, manchas foliares, caida de plantulas, cancros en los tallos, y tizones en
inflorescencias. En el caso de la uva, el micelio del hongo produce numerosos conidios que
ocasionan mas infecciones, pero el micelio también se desarrolla, penetra e invade al resto de
la inflorescencia, la cual se llena y cubre con moho intrincado de color gris blanquizco o café
claro. En caso de que algun fruto llegue a desarrollarse, el hongo se propaga desde los pétalos
hacia los frutos verdes o maduros y ocasiona la pudricion basal del fruto, la cual puede destruir
todo el fruto o bien se puede propagar hacia otros frutos que estan en contacto con él (Agrios,
2005).

usos
En algunos paises, especialmente en Francia y Alemania, se producen a partir de uvas
infectadas por este hongo, vinos botritizados, muy apreciados por los consumidores.

1.5.3. Epicoccum nigrum Link

Epicoccum nigrum es un hongo saprofito, enddfito, epifito o invasor secundario de plantas.
Estd ampliamente distribuido en el aire, en el suelo, y estd asociado a la descomposicién
primaria de los vegetales. Su ubicuidad en el medio ambiente significa que se encuentra
comunmente en los alimentos, pero es una causa poco frecuente de su deterioro.

Las colonias de E. nigrum crecen rapidamente alcanzando unos 6 cm de didmetro en 2 dias a
temperatura ambiente. El micelio tiene una coloracién brillante, produce pigmentos con tonos
amarillo, naranja, rojo en los cultivos jévenes y a menudo marréon y negro en las colonias
maduras.

Epicoccum nigrum forma blastoconidios de color oscuro, verrugosos y esféricos, llegando a
medir de 15 a 25 micras de diametro (Samson y col., 2004).
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Figura 5. Conidios de Epicoccum nigrum en colonias Figura 6. Epicoccum nigrum en medio PDA.
jovenes (fuente: discoverlife.org)

TAXONOMIA
Didymellaceae, Pleosporales, Pleosporomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina,
Ascomycota, Fungi (Index Fungorum, 2016).

FISIOLOGIA

Las esporas de E. nigrum se activan dependiendo de las condiciones de luz, temperatura y
humedad relativa en el ambiente. Se transportan facilmente por accién del viento. Las
temperaturas dptimas para el crecimiento son por lo general de 20-252C, maximas de 30-352C
y minima DE 59C. El potencial hidrico dptimo para su crecimiento es de 0.98 a,, y minimo de
0.91 ay,. El pH ideal de crecimiento varia de 5 a 6 (Pitt & Hocking, 2009).

PATOLOGIA
Epicoccum nigrum se asocia con alergias respiratorias por hongos. En esta especie no se ha
detectado la produccidn de micotoxinas.

ECOLOGIA

Es un hongo muy robusto y ubicuo, E. nigrum tiene una extensién casi mundial. Sus esporas
pueden hallarse en una gran variedad de entornos, sobretodo, predominan en el suelo (es
decir, turba, suelo del bosque, humus) y la arena (por ejemplo, dunas, arenas salinas). Es un
hongo saprofito, que forma en las plantas muertas y moribundas. Esta especie se encuentra
comunmente en semillas y cereales, asi como en otros cultivos, incluyendo maiz, habas,
patatas, guisantes y melocotones. También se ha informado que causa deterioro en melones,
pepinos, tomates, manzanas, peras y nuez pecan (Pitt & Hocking, 2009).

USos

Epicoccum nigrum tiene una amplia gama de aplicaciones médicas, industriales, y agricolas.
Produce diferentes compuestos con actividad antiflngica y antibacterianos. Estos compuestos
antimicrobianos son eficaces contra otros hongos y bacterias presentes en el suelo.
Industrialmente, E. nigrum se ha utilizado para biosintetizar nanoparticulas de plata y oro
(Qiany col., 2013).
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En agricultura, E.nigrum se utiliza para apoyar el crecimiento de la raiz y controlar los
patégenos de cafia de azucar. Es un agente de biocontrol antifungico activo frente a la
podredumbre parda en fruta de hueso, causadas por las especies Monilinia laxa y fructigena
Monilinia. Se ha visto que el hongo es bastante sensible a los aceites esenciales de plantas
como la lavanday el romero (Favaro y col., 2012).

1.5.4. Curvularia hawaiiensis (Bugnic. Ex M.B. Ellis) Manamgoda, L. Cai &
K.D. Hyde

Las especies dentro del género Curvularia se caracterizan por presentar conidios largos y
elipsoidales, con tres o cuatro septos transversales. Como su nombre indica, los conidios estan
a menudo curvados debido a una célula central hinchada y asimétrica. La mayoria de las
especies son patdgenas de plantas. Siendo la especie mas comun en los alimentos es
Curvularia lunata.

Las colonias, en Agar Patata Dextrosa (PDA) presentan un crecimiento moderadamente rapido,
alcanzando un diametro de 3-4 cm en una semana a 25°C, de coloracidon negro pardusco,
aterciopeladas, llegando a ser, a veces, ligeramente algodonosas. El reverso es de color
marrén. Los conidiéforos son erectos, septados, pigmentados cada vez mas cerca de la punta,
a veces geniculados, hasta 600 um de largo. Los conidios generalmente septados en 4, sobre
todo mas curvados unilateralmente en la célula central mas amplia y mds pigmentada, la célula
adyacente menos pigmentada y hialino en las células finales, 18-35(37) x 8-14 um. Rango de
temperatura de crecimiento dptima 24-309C. La esporulacién se produce por la incubacion
bajo luz cerca de la UV (Samson y col., 2004).

Los generos Bipolaris y Curvularia estan estrechamente relacionados por su patogenicidad en
plantas, y también como patégenos oportunistas en humanos

Algunas de las especies del género Curvularia fueron clasificadas anteriormente como
miembros del género Bipolaris, como por ejemplo C. australiensis, C. hawaiiensis, C. spicifera.
Sin embargo, los estudios filogenéticos y moleculares recientes han demostrado que estas
especies que previamente habian sido colocadas en este ultimo género, ademds son
patédgenos humanos oportunistas y ahora se sitdan dentro del género Curvularia. Este es el
caso de C. hawadiiensis especie que estudiamos en el presente trabajo (Manamgoda y col.,
2014).

Bipolaris y Curvularia son causantes de enfermedades de gran importancia econdmica en
cereales como trigo, maiz y cebada. Causan enfermedades tales como manchas foliares,
pudriciones de corona y pudriciones de raiz (Pitt & Hocking, 2009).

EL género Curvularia se caracteriza porque sus colonias cuando se desarrollan en Agar Patata
Dextrosa (PDA) presentan un crecimiento moderadamente rdpido, alcanzando un didmetro de
3-4 cm en una semana a 252C, de color negro pardusco, aterciopeladas, llegando a ser, a
veces, ligeramente algodonosas. El reverso es de color marrdn. Los conidiéforos son erectos,
septados, pigmentados cada vez mds cerca de la punta, a veces geniculados. Los conidios
generalmente septados en 4, sobre todo mas curvados unilateralmente en la célula central
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mas amplia y mds pigmentada, la célula adyacente menos pigmentada e hialina en las células
finales, 18-35(37) x 8-14 um. Su rango de temperatura de crecimiento éptima 24-309C. lLa

esporulacidn se induce con longitudes de onda préximas a las del ultravioleta (Samson y col.,
2004).

Figura 8. Conidios de Curvularia hawaiiensis Figura 7. Curvularia hawaiiensis en medio PDA.

Es principalmente invasor de plantas monocotiledéneas. Los alimentos mas comunes dénde
podemos encontrar éste género son los cereales, entre los que se encuentran el arroz, la
cebada, el trigo, el maiz y el sorgo (Pitt & Hocking, 2009).

TAXONOMIA

Pleosporaceae, Pleosporales, Pleosporomycetidae, Dothideomycetes, Ascomycota, Fungi
(Index Fungorum, 2016).

1.5.5. Aspergillus niger Tiegh

Aspergillus niger es un hongo que pertenece a género Aspergillus. Dentro de este género se
incluyen diferentes especies, que se caracterizan por presentar un rapido crecimiento, con
colonias de color de color blanco, amarillo, café, negro o verde, que consisten en un denso
conjunto de conidios con conididforos y vesiculas. En la estructura morfolédgica de los conidios
se puede observar que éstos pueden acomodarse de forma columnar o radial.

Las especies de Aspergillus son contaminantes comunes de varios sustratos organicos,
normalmente en regiones tropicales, subtropicales y templadas. El interés en el estudio de
Apergillus se debe a que ciertas especies son patégenas de vegetales y tienen la habilidad de
producir metabolitos téxicos o micotoxinas (aflotoxinas), principalmente en los cereales.
Ademas, especies de este género son causantes de alergias en el hombre, mientras que otras
especies son importantes en la fermentacion para la obtencién de productos alimenticios o, a
nivel industrial, en la produccidn de acidos organicos o enzimas (Samson y col., 2004).

Las colonias de Aspergillus niger (A. niger) en agar Czapek incubadas a 25°C llegan a tener un
diametro de 4-5 cm en 7 dias, formando una capa blanca o amarilla con conidiéforos color café
obscuro a negro. Las cabezas de las conidias son negras y radiales, y tienden a separarse en
columnas sueltas con el tiempo, estas caracteristicas son las que le diferencian (Figura 9).

Esta especie de moho produce acidos organicos (como el citrico, malico y glucdnico; lo que
disminuye el pH del sustrato provocando sabores y olores indeseables). Ademas, este hongo
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produce ennegrecimiento en muchas frutas y érganos de almacenamiento como los bulbos y
tubérculos (Figura 11).

Figura 11. Conidios de Figura 9. Aspergillus niger en Figura 10. Aspergillus niger en
Aspergillus niger. medio PDA. cebolla (S. K. Mohan, 2008)

TAXONOMIA
Trichocomaceae, Eurotiales, Eurotiomycetidae, Eurotiomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota,
Fungi (Index Fungorum, 2016).

FISIOLOGIA
Las temperaturas de crecimiento para Aspergillus niger minimas son 6-8°C, las mdaximas 45-
47°Cy 35-37°C, las 6ptimas. A. niger es xerdéfito: se comprobé la germinacién a 0.77 a,, a 35°C.

A. niger es capaz de crecer por debajo de pH 2 con alta ay,.

PATOLOGIAS Y MICOTOXINAS PRODUCIDAS
Aspergillus niger por lo general ha sido considerado como un hongo beneficios, ya que no

causa enfermedades como otras especies de Aspergillus, pero en altas concentraciones puede
producir aspergilosis, enfermedad que provoca alteraciones pulmonares al inhalar las esporas
que crecen en el alimento. Esta enfermedad aparece con mas frecuencia en horticultores, ya
que inhalan el polvo del hongo con mas facilidad. Ademds, numerosos estudios han
demostrado que puede producir ocratoxinas de tipo A (Soares y col., 2013).

ECOLOGIA

Es uno de los hongos mas comiUnmente encontrado en los alimentos, mas frecuente en
regiones de climas cdlidos, estd presente tanto en situaciones de campo, como en post-
cosecha en almacenes de alimentos. Las esporas negras le protegen de la luz solar y de la
radiacion UV, proporcionandole una ventaja competitiva en estos habitats (Valero y col.,
2007).

Aspergillus niger, es con diferencia, la especie de Aspergillus que mayor deterioro de fruta
fresca y hortalizas provoca, incluyendo manzanas, peras, melocotones, citricos, uvas, higos,
fresas, mangos, melones, tomates, cebollas, ajos, coles y boniatos. También es uno de los
hongos mds comiUnmente aislados en frutos secos, en particular cacahuetes, pistachos,
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almendras y anacardos. Los cereales y oleaginosas son también fuentes frecuentes,
especialmente el maiz y sus derivados, asi como la cebada, soja, colza, sorgo, semillas de
girasol, garbanzos y arroz (Pitt & Hocking, 2009).

usos
Aspergillus niger se cultiva para la obtencion de varios productos quimicos: acido citrico, acido

glucdonico, enzimas: glucoamilasa, galactosidasa, fitasa, etc. Existen antecedentes que han
demostrado se aumentd el crecimiento a plantas de tomate al ser inoculadas con A. niger
(Khany col., 2013).
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OBIJETIVOS

En el Departamento de Ecosistemas Agroforestales de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agronémica y del Medio Natural (UPV) se llevan a cabo una serie de trabajos
relacionados con la capacidad antifingica de los aceites esenciales frente a distintos
hongos patdgenos de cultivos o de almacén. Este trabajo forma parte de un proyecto
financiado por el Programa de Apoyo a la Investigacion y Desarrollo (PAID-05-10) de la
UPV.

En el presente trabajo se estudia:

e La composicidn quimica de los aceites esenciales de Laurel (Laurus nobilis) y Canela
(Cinnamomum verum).

e La capacidad antifingica “in vitro” de los aceites esenciales de Laurel y de Canela
frente a Botrytis fuckeliana (cedido por la CECT) y los hongos Epicoccum nigrum,
Curvularia hawaiiensis y Aspergillus niger (aislados de las caridpsides de arroz de
Valencia).

e la efectividad del aceite esencial de canela a distintas concentraciones.

e E| efecto del aceite de canela en la conservacién de la uva de mesa, frente a
Botryotinia fuckeliana.

El objetivo final es conocer si los aceites esenciales de canela y laurel podrian ser una
alternativa para el control de los hongos anteriormente mencionados, con el fin dltimo
de obtener biofungicidas ecoldgicos que pudieran ser utilizados en cultivos en campo,
productos almacenados, y en la conservacién de alimentos y granos, ya que cada vez
hay mas productos quimicos sintéticos prohibidos para el control de hongos patdgenos.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

3.1.1. ACEITES ESENCIALES

Respecto a los aceites esenciales comerciales fueron suministrados por la casa comercial
“Esential aroms”, Diuréticos Intersa S.A. y con nimero de lote 719 en el caso de la Laurus
nobilis y lote 842 en el caso del Cinammon verum. Todos ellos fueron extraidos de manera
natural a través de la primera presion en frio, siendo la recoleccién en el momento éptimo vy la
extraccién por destilacion al vapor de agua, obteniéndose un aceite 100% natural. Para el caso
del laurel, el aceite esencial fue extraido de sus hojas y para el caso de la canela, fue extraido
de la corteza.

3.1.2. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS MAYORITARIOS DE LOS
ACEITES ESENCIALES POR CROMATOGRAFIA DE GASES (GC) Y
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS (GC-MS)

La cromatografia de gases es una de las técnicas mas versatiles y ubicuas en los laboratorios, y
se usa mucho en la determinacidn de compuestos orgdnicos. Con esta técnica se pueden
separar mezclas muy complejas; cuando se acopla con la espectrometria de masas como
sistema de deteccidn, es posible la identificacién virtualmente positiva de los eluados con una
muy alta sensibilidad, creando un sistema analitico muy poderoso.

En cromatografia de gases, la muestra pasa al estado de vapor inyectandola a un puerto
calentado, y el eluyente es un gas. El factor mds importante en la cromatografia de gases es la
seleccidn de la columna adecuada (fase estacionaria) para la separacidon particular sobre la que

se desea experimentar.

Registrador
Microjeringa |
Divisor de flup '
’mrli_’i Electrometro
Septum -
Regulador N
de flujp =
Regulador T
de presion [
P amen X
< |
~ Rotametro
Columna
Gas portador
Horno termostatizado

Figura 12. Diagrama de un cromatografo de gases.

17



MATERIAL Y METODOS

La muestra se inyecta rdpidamente con una microjeringa hipodémica a través de un tapdn
septum de goma de silicona y pasa a la columna. El puerto de inyeccién de muestra, la
columna y el detector se calientan a temperaturas a las que la muestra tenga una presién de
vapor minima de 10 torr, usualmente a unos 502C por arriba del punto en el que hierve el
soluto con mayor alto punto de ebullicion. El puerto de inyeccién y el detector se suelen
mantener un poco mas calientes que la columna para evaporar rdpidamente la muestra liquida
y evitar que ésta se condense en el detector.

La separacidn se efectia a medida que los componentes del vapor se equilibran con el gas
acarreador y la fase estacionaria. El gas acarreador es un gas quimicamente inerte que debe
encontrarse en forma pura, como argén, helio o nitrégeno. Un gas muy denso tiene mayor
eficacia porque su difusividad es menor, pero un gas de baja densidad permite mayores
velocidades.

3.1.3. ANALISIS CUANTITATIVO

La cromatografia de gases fue realizada utilizando un cromatégrafo modelo Clarus 500GC
Perkin-Elmer, equipado con un detector de ionizacién de Illama (FID), una columna capilar
Hewlett-Packard HP-1 (metil silicona) de 30 m de longitud, 0,2 mm de diametro interno y 0,33
pum de espesor de pelicula.

El programa de temperatura de la columna utilizado fue 60°C durante cinco minutos, con un
gradiente de 3°C/min hasta llegar a 1802C, a continuacidn, se empled un gradiente de
202C/min hasta llegar a 2802C, manteniendo esta temperatura durante diez minutos.

El gas portador, fue helio a un flujo de 1 ml/min. El FID fue mantenido a una temperatura de
250°Cy el inyector a 2209C.

Los indices de retencién de Kovats, empleados para identificar los compuestos, fueron
calculados usando una mezcla de hidrocarburos C_8-C_32, que se cromatografié cuando se
analizaron las muestras. Una vez obtenidos los tiempos de retencidon, expresados en minutos,
de cada uno de los componentes del aceite esencial, se determind el indice de Kovats a partir

de la siguiente férmula:
IK=100%(n2 C HCn-1+[(logTR X-logTR HCn-1)/(logTR HCn+1-logTR HCn-1)]).
Siendo:
n2 CHCn-1: nimero de carbonos del hidrocarburo anterior al compuesto
TRX: tiempo de retencién del compuesto
TR HCn-1: tiempo de retencién del hidrocarburo anterior al compuesto

TR HCn+1: tiempo de retencién del hidrocarburo posterior al compuesto
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3.1.4. ANALISIS CUALITATIVO

La cromatografia de gases-espectrometria de masas se realizdé con un aparato Varian Saturn
2000 equipado con una columna capilar Varian C.S. VA-5MS de 30 m de longitud, 0.25 mm de
didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. El modo de inyeccion empleado fue en
Split con una ratio de 1:25.

Los espectros de masas fueron obtenidos dentro de un rango de masas (m/z) de 28-400 u.m.a.,
con un voltaje de ionizacién de 70 eV.

Se usaron las mismas condiciones de trabajo que para el cromatégrafo de gases.

Junto con las muestras se cromatografié una mezcla de hidrocarburos Cg-C32 para calcular

posteriormente los indices de retencion de Kovats, de la forma descrita en el apartado
anterior.

Los compuestos fueron identificados por su espectro de masas, confirmando su identidad con
los indices de Kovats y comparando sus espectros de masas y sus tiempos de retencién con
otros de muestras patron o con datos disponibles en la libreria NIST 98 y en la literatura
(Adams, 2007).

3.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS
ACEITES ESENCIALES

3.2.1. HONGOS

Los hongos utilizados en el presente trabajo fueron los siguientes: Botryotinia fuckeliana
suministrado por la CECT 2100, y los hongos Epicoccum nigrum CECT 20945, Curvularia
hawaiiensis CECT 20934, Aspergillus niger LBEA 2300. Estos ultimos fueron aislados en el
Laboratorio de Botanica del Departamento de Ecosistemas Agroforestales a partir de
caridpsides de arroz de la variedad Bomba, procedente de la albufera de Valencia. Los hongos
se identificaron mediante métodos morfolégicos y moleculares, y posteriormente se
depositaron en la Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo (CECT).

3.2.2. ENSAYOS in vitro DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS ACEITES

Estudio de la actividad antifungica de los aceites esenciales sobre el crecimiento
miceliar. Velocidad de crecimiento.

Los aceites esenciales fueron disueltos, mezclados y homogeneizados por agitacion en
matraces con medio de cultivo PDA/Tween 20 (0.1%), previamente esterilizado, cuando aln
estd liquido, se adicionaron a distintas concentraciones 300 pg/mL, 200 pg/mL o 100 pg/mL
segln el estudio a realizar, y se repartio en cédpsulas Petri de 90x15 mm y 150x15 mm.

El hongo se sembrd a modo de explantes discoidales de 8 mm de didmetro tomados con un
sacabocados de una colonia de siete dias de desarrollo, y se colocaron en el centro de las
capsulas Petri conteniendo el aceite esencial. El experimento se incubd a 252C durante 14 dias.
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El crecimiento miceliar se evalué midiendo diariamente dos diametros perpendiculares de la
colonia, y se calculé la velocidad de crecimiento. Se realizaron veinte repeticiones por
tratamiento. Las capsulas Petri control contenian Unicamente PDA/Tween 20 (0.1%) y el hongo

analizado.

Calculo del indice MGI.

La inhibicién del crecimiento miceliar se calculé el dia 7 utilizando la siguiente féormula
(Albuguerque y col., 2006).

MGlI= [(DC-DO) /DC] x100
Donde DC es la media del diametro de las colonias en placas no tratadas con aceite y DO es la
media del didmetro de las colonias en placas tratadas con aceite esencial, ambos a dia 7.

Este indice se calculd para los aceites de laurel y canela a la dosis de 300 um/mL para las
cuatro especies flungicas. Posteriormente se selecciond el aceite de canela y se realizé un
estudio del MGl a las dosis de 100-200-300 pm/mL.

3.3.  ENSAYOS in vivo EN UVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL
ACEITE ESENCIAL DE CANELA FRENTE A Botryotinia fuckeliana

Preparacion de la solucion del aceite esencial para el recubrimiento de los racimos.

La solucién del aceite esencial de canela para el bafio de los racimos de uva se prepard a la
concentracion de 600 pg/mL. El aceite fue homogeneizado por agitacion durante 10 min a 170
rpm en agitacion orbital, en matraces conteniendo agua /Tween 20 (0.1%)/ agar 0.25%.

Preparacion del inoculo fungico.

Para el recubrimiento de los granos de uva con Botryotinia se preparé un bafio conteniendo
los propégulos del hongo. Para ello, por cada 90 mL de agua /Tween 20 (0.1%)/ agar 0.25% se
adicioné 10 mL de una suspension de 1x10° ufc/mL del hongo. La mezcla fue homogeneizada
por agitacién durante 10 min a 170 rpm en agitacidon orbital, obteniendo una suspension

homogénea.
Recubrimiento de la uva con el aceite y el indculo fungico.

Los racimos de uva de la variedad moscatel se sumergieron primero en la solucién
conteniendo el aceite esencial de canela durante 4 min, luego se colgaron y dejaron escurrir
durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente estos racimos se bafiaron en el
indculo fungico durante 2 min, los racimos de uva cubiertos con la suspension de Botryotinia
fuckeliana se colgaron y dejaron secar durante una noche. A continuacién, se estudio la
evoluciéon de los mismos durante 14 dias y fueron mantenidos con una humedad del 85% y
temperatura de 212C. En el ensayo control los racimos de uva Unicamente se bafiaron con el
indculo fungico.
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de crecimiento miceliar de los hongos ensayados se sometieron al analisis de la
varianza (ANOVA). También se representaron los intervalos LSD Fisher y HSD Tukey de
comparacion de medias de los factores simples, especie y tratamiento, y su interaccién, con
valores de significaciéon de P< 0,05. El programa estadistico utilizado fue Statgraphics Centurion

XVI.
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RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

En la tabla 1 se muestran los compuestos identificados en los aceites de Laurel y Canela
procedentes de muestras comerciales.

En el Laurel, los compuestos oxigenados representan el 78.8% del total de su composicién, los
gue se encuentran en mayor proporcion son el epoxide 1.8-cineole (52%) y el ester a-
terpinenyl acetate (13%), seguidos por los esters bornyl acetate (0.5%) y linalyl acetate
(0.25%). Los hidrocarburos (monoterpenos and sesquiterpenos) representan el 18% de su
composicion.

En el aceite esencial de canela el porcentaje de compuestos oxigenados es del 92%, el eugenol
es el mayoritario aproximadamente 60%, seguido de los esteres eugenyl acetate (18.5%) and
cinnamyl acetate (5%), mientras que los hidrocarburos (monoterpenos and sesquiterpenos)
representan solamente el 5%, B-caryophyllene (1.9%), limonene (1%), a-pinene (0.8%), p-
cymene (0.7) and a-caryophyllene (0.5%). La composicion que hemos obtenido estan de
acuerdo con los obtenidos por Roselld y col., 2015.
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Tabla 1. Composicion quimica de los aceites de Laurus nobilis (Laurel) y Cinnamomum verum (Canela).

Compuestos en orden de elucion en columna HP-1.

RI Compuesto Area (%) Laurel Area (%) Canela
853 |3-hexen-1-ol 0.06 -
918 | butanoic acid,2-methylpropyl ester 0.06 -
932 |a-thujene 0.17 0.08
939 | a-pinene 3.95 0.83
954 | camphene - 0.36
979 |sabinene 7,48 -
980 | B-pinene 3.6 0.27
983 |1-octen-3-ol - -
994 | B-myrcene 0.65 0.08
995 | 3-octanone - -
1005 | phellandrene - 0.53
1013 | 6-3-carene - -
1020 | a-terpinene 0.47 0.16
1029 | p-cymene - 0.71
1033 |limonene - 1.00
1035 | 1,8-cineole (eucaliptol) 51.80 0.07
1063 | y-terpinene 1.20 -
1071 |sabinene hydrate 0.12 -
1091 |terpinolene - -
1001 |linalool 3.66 0.41
1168 | acetic acid,phenylmethylester - 0.13
1168 | borneol 0.12 -
1180 | terpinen-4-ol 2.17 -
1192 |linalyl propionate - 0.11
1193 | a-terpineol 2.301 -
1199 |estragole 0.38 -
1201 |dihydrocarvone - -
1232 | nerol 0.30 -
1261 |linalyl acetate 0.25 -
1273 | 2-propenal, 3-phenyl- - 1.99
1288 | bornyl acetate 0.55 -
1290 |thymol - -
1296 | 2-undecanone 0.14 -
1298 | carvacrol - -
1328 | myrtenyl acetate 0.06 -
1357 |a-terpinenyl acetate 13.10 -
1362 |eugenol 1.40 59.80
1380 | copaene - 0.36
1409 | methyl eugenol 3.80 -
1420 | 3-caryophyllene 0.18 1.90
1447 |cinnamyl acetate 0.09 4.78
1453 | a-caryophyllene - 0.50
1519 | 5-cadinene 0.08 -
1538 | eugenyl acetate - 18.48
1582 | caryophyllene oxide 0.10 0.71
1731 | 4-hydroxy-2- - -

RI: indice de retencién relativo a C8-C32 n-alkanos en Hewlett-Packard HP-1 columna.
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4.2. RESULTADOS in vitro DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS
ACEITES ESENCIALES

4.2.1. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS ACEITES ESENCIALES
SOBRE EL CRECIMIENTO MICELIAR. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

Botryotinia fuckeliana

En la figura 13 se muestra el crecimiento radial en mm de Botryotinia fuckeliana en los
distintos medios ensayados.

Se observa que el crecimiento del hongo en el medio PDA es superior que en los medios PDA-
Laurel-300 pug/mL y PDA-Canela-300 pg/mL.

BF es un hongo de crecimiento rapido que llega a ocupar la placa Petri de 150 mm, como se
puede observar la velocidad de crecimiento en medio PDA fue de 6 mm/dia.

En el medio PDA-Laurel el hongo crecié a 4,9 mm/dia provocando una reduccién en la
velocidad de crecimiento del 18,3%.

En PDA-Canela el hongo crecid a 4,4 mm/dia provocando una reduccién en la velocidad del
crecimiento del 26,7%.

Botryotinia fuckeliana (BF)  ¢rpa ecanela @ Laurel

crecimiento radial(mm)
D
(9]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

dias

Figura 13. Grdfico del crecimiento radial (mm) de Botryotinia fuckeliana en los distintos medios ensayados: PDA,
PDA-Laurel-300 ug/mL y PDA-Canela- 300 ug/mL.
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El tamafio, la textura y el color de las colonias aparecen diferentes seglin el medio de cultivo
(Tabla 2). En medio PDA las colonias presentan una coloracién grisdcea y roja. En los medios de
cultivo que contienen aceite, ademas de presentar un menor tamafo la colonia también
presento una coloracién distinta, el séptimo dia en el medio PDA-Canela la coloracién tiende
hacia tonos rojo intenso, mientras que en el medio de cultivo PDA-Laurel la coloracién tiende
hacia tonos grises.

Tabla 2. Crecimiento miceliar de Botryotinia fuckeliana en los distintos medios ensayados a los 7 y a los 14
dias de inoculacion.

Dia 7 Dia 14

PDA (Control)

Placas Petri de
150 mm de
diametro

PDA-Canela-
300 ug/mL

Placas Petri de
90 mm de
diametro

PDA-Laurel-
300 ug/mL

Placas Petri de
90 mm de
diametro
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Epicoccum nigrum

En la figura 14 se muestra el crecimiento radial en mm de Epicoccum nigrum en los distintos
medios ensayados.

El hongo el dia 14 en medio PDA tiene un tamafio medio de 37 mm de radio. Siendo la
velocidad de crecimiento 2,6 mm/dia.

En PDA-Laurel 300 pug/mL el crecimiento fue muy similar, crecié 2,2 mm/dia, provocando una
reduccién de la velocidad de crecimiento del 15%.

Por otro lado, en PDA-Canela-300 pug/mL se inhibid totalmente su crecimiento hasta el quinto
dia, luego crecié una media de 0,43 mm/dia, provocando una inhibiciéon del 84% de la
velocidad de crecimiento.

Epicoccum nigrum (EP)  @PpA @Canela @ Laurel

crecimiento radial (mm)
D
[9;]

Dias

Figura 14. Grdfico del crecimiento radial (mm) de Epicoccum nigrum en los distintos medios ensayados: PDA, PDA-Laurel-
300 ug/mL y PDA-Canela-300 ug/mL.
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Nuevamente se aprecia que el tamario, la textura y el color de las colonias varia segun el
medio donde se hayan cultivado (Tabla 3). En medio PDA las colonias presentan una coloracion
naranja-marron. En medio PDA-Laurel el micelio adquirié tonos amarillos y el medio de cultivo
se pigmento de rojo oscuro. En medio PDA-Canela se observé que el micelio queda pegado al
sustrato, que no hay crecimiento aéreo, y que tanto el micelio como el medio de cultivo
muestran una coloracién menos intensa.

Tabla 3. Crecimiento miceliar de Epicoccum nigrum en los distintos medios ensayados a los 7 y a los 14 dias
de inoculacion.

Dia 7 Dia 14

PDA
(Control)

Placas Petri
de 150 mm
de didmetro

PDA-Canela-
300 ug/mL

Placas Petri
de 90 mm de
diametro

PDA-Laurel-
300 ug/mL

Placas Petri
de 90 mm de
diametro
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Curvularia hawaiiensis

En la figura 15 se muestra el crecimiento radial en mm de Curvularia hawaiiensis en los
distintos medios ensayados.

Al dia 14 en medio PDA tiene un tamafio medio de 52 mm de radio. Siendo la velocidad de
crecimiento 3,7 mm/dia.

En PDA-Laurel-300 pg/mL el crecimiento fue ligeramente inferior, crecié 2,9 mm/dia,
provocando una reduccidn de la velocidad de crecimiento del 21,6%.

Por otro lado, en PDA-Canela-300 pg/mL se inhibié drasticamente el crecimiento radial del
hongo, ya que, no se registré crecimiento hasta el tercer dia, creciendo a 1,3 mm/dia y
alcanzando una reduccion del 65% en la velocidad de crecimiento.

Curvularia hawaiiensis (CH) ©PP» ®canela @laurel

Crecimiento radial(mm
P NN W WD U U o N N 0 0o O
U ©O L1 ©O U1 O L1 O L1 O L1 O U1 O U1 ©

10

Figura 15. Grdfico del crecimiento radial (mm) de Curvularia hawaiiensis en los distintos medios ensayados: PDA,
PDA-Laurel-300 ug/mL y PDA-Canela-300 ug/mL.
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En CH también se observa que el tamafio de la colonia, la textura y la intensidad de la
coloracion del hongo varia seglin el medio en el que se haya cultivado (Tabla 4). En PDA-Canela
el tamafio de la colonia es mucho menor, el hongo se mantiene muy pegado al sustrato y no
hay crecimiento aéreo. Mientras que en medio PDA-Laurel se observa una coloracion mas
oscura del micelio y una reduccién de su tamafio.

Tabla 4. Crecimiento miceliar de Curvularia hawaiiensis en los distintos medios ensayados a los 7 y a los 14
dias de inoculacion.

Dia 7 Dia 14

PDA
(Control)

Placas Petri de
150 mm de
diametro

PDA-Canela-
300 ug/mL

Placas Petri de
90 mm de
diametro

PDA-Laurel-
300 ug/mL

Placas Petri de
90 mm de
diametro
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Aspergillus niger

En la figura 16 se muestra el crecimiento radial en mm de Aspergillus niger en los distintos
medios ensayados.

El hongo el dia 14 en medio PDA tiene un tamafio medio de 36 mm de radio. Siendo la
velocidad de crecimiento 2,5 mm/dia.

En PDA-Laurel-300 pg/mL el crecimiento fue inferior, crecié 2,2 mm/dia, provocando una
reduccién de la velocidad de crecimiento del 15%.

Por otro lado, en PDA-Canela-300 pg/mL se redujo el crecimiento del hongo durante los cinco
primeros dias, pero en los siguientes dias, este aceite esencial potencid el crecimiento,
llegando a alcanzar valores similares o incluso superiores, con una velocidad de 2,87 mm/dia
frente a 2,52 mm/dia en el medio PDA control, siendo los valores de velocidad de crecimiento
mas bajos cuando el hongo crece en PDA-Laurel.

Aspergillus niger (AN)  @PDA @CANELA @LAUREL

50

N N akl»gmm)uu B B
o 9] o (6] o (%]

crecimiento radi

=
[€,]

10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
dias

Figura 16. Grdfico del crecimiento radial (mm) de Aspergillus niger en los distintos medios ensayados: PDA, PDA-Laurel
300 ug/mL y PDA-Canela-300 ug/mL.
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En la tabla 5 se observa el crecimiento de las colonias de A. niger en los diferentes medios y la
facilidad de esporulacién y dispersion de sus conidios, se aprecia que en el medio PDA-Canela
el hongo alcanza la mayor velocidad de crecimiento.

Tabla 5. Crecimiento miceliar de Aspergillus niger en los distintos medios ensayados a los 7 y a los 14 dias de
inoculacion.

Dia 7 Dia 14

PDA (Control)

Placas Petri de
150 mm de
didmetro

PDA-Canela-
300 ug/mL

Placas Petri de
90 mm de
diametro

PDA-Laurel-
300 ug/mL

Placas Petri de
90 mm de
diametro

31



RESULTADOS

4.2.2. ANALISIS ESTADISTICO
En la figura 17 se muestran los resultados estadisticos de las distintas condiciones estudiadas.

En el caso de Botryotinia fuckeliana vemos que existe diferencias significativas en el
crecimiento radial del hongo entre el medio PDA y los medios PDA-Canela y PDA-Laurel, pero
no existe diferencias significativas en el hongo crecido en los medios PDA-Canela y PDA-Laurel.

Para Epicoccum nigrum vemos que existen diferencias significativas entre los tres medios de
cultivo ensayados, entre PDA y PDA-Laurel la diferencia de crecimiento no es muy grande, pero
es significativa. Entre PDA y PDA-Canela la diferencia entre las medias de crecimiento es muy
grande, 19.9 cm en PDA frente a 1.47 cm en PDA-Canela.

La especie Curvularia hawaiiensis se comporta de forma similar a Epicoccum nigrum. Vemos
diferencias significativas entre los tres medios de cultivo ensayados. Los medios de
crecimiento PDA y PDA-Laurel presentan unas medias de crecimiento mds préximas entre si,
pero con diferencias significativas, mientras que, la media de crecimiento en PDA-Canela es
muy inferior a las anteriores.

En la especie Aspergillus niger existen diferencias significativas entre el crecimiento en medio
PDA-Laurel con el medio PDA y con el medio PDA-Canela. Sin embargo, no existen diferencias
significativas entre PDA y PDA-Canela.
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Botryotinia fuckeliana Epicoccum nigrum
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Método: 95,0 porcentaje LSD Método: 95,0 porcentaje LSD
Tratamiento| Casos | Media |Grupos Homogéneos Tratamiento | Casos |Media |Grupos Homogéneos
PDA-C 140 |28,6571(X PDA-C 140 |1,47071|X
PDA-L 140 |32,6375(X PDA-L 140 |17,2357| X
PDA 140 |(40,2143| X PDA 140 |19,982 X
Curvularia hawaiiensis Aspergillus niger
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PDA PDA-C PDA-L PDA PDA-C  PDA-L
Método: 95,0 porcentaje LSD Método: 95,0 porcentaje LSD
Tratamiento |Casos|Media |Grupos Homogéneos Tratamiento | Casos |Media |Grupos Homogéneos
PDA-C 140 |5,28143|X PDA-L 140 ]16,8929 | X
PDA-L 140 (21,6589 X PDA-C 140 |19,4036| X
PDA 140 |26,1543 X PDA 140 ]20,4643| X

Figura 17. Representacion grdfica de los valores medios e intervalos LSD del efecto de los tratamientos Canela y
Laurel sobre el crecimiento de Botryotinia fuckeliana, Epicoccum nigrum, Curvularia hawaiiensis y Aspergillus niger.
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4.2.3.

CALCULO DE LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO MICELIAR (MGl)

En la tabla 6 se muestra la media del didmetro micelar (mm) del dia siete, de Botryotinia

fuckeliana (BF), Epicoccum nigrum (EN), Curvularia hawaiiensis (CH) y Aspergillus niger (AN) en
los distintos medios de cultivo: PDA (control), PDA-Laurel-300 pg/mL, PDA-Canela-300 pg/mL.

Tabla 6. . Crecimiento medio (mm) de los distintos hongos ensayados para cada medio a los 7 dias de

incubacion.

Diametro de la colonia (mm)

HONGO PDA-Control PDA-Laurel- PDA-Canela-
300 pg/mL(DO) 300 ug/mL(DO)
BF 80,8 69,2 61,2
EN 47,3 41,2 10,0
CH 58,7 50,9 15,7
AN 42,3 41,0 47,8

A continuacion, se calcula y se representa la inhibicion del crecimiento miceliar (MGl) para los

medios de cultivo ensayados.

El aceite esencial de canela, como se puede observar, provocd inhibiciones muy satisfactorias

en Epiccocum nigrum y Curvularia hawaiiensis (78,9 y 73,3% respectivamente), en Botryotinia

fuckeliana consiguié una buena inhibicién (24,3%) y en el caso del Aspergillus niger dio un

resultado de inhibicién negativo (-0,8%), potenciando ligeramente su crecimiento.

En el caso del aceite esencial de laurel, la inhibicion fue modesta y regular en las cuatro

especies, provocando una inhibicion del crecimiento miceliar del 14,4% en Botryotinia

fuckeliana, 12,8% en Epicoccum nigrum, 13,3% en Curvularia hawaiiensis y 13,5% en

Aspergillus niger.
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MGI(%) DE CANELA Y LAUREL A 300 pg/mL
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BF EN CH AN
i MGI(%) Laurel 14,4 12,8 13,3 13,5
H MGI(%) Canela 24,3 78,9 73,3 -0,8

Figura 18. Representacion grdfica del MGl (%) de los aceites de canela y laurel a 300 ug/mL en las distintas especies
ensayadas.

Dada la escasa efectividad como antifiingico del aceite de laurel se descartd para los ensayos
posteriores. Del mismo modo también se descartd el hongo Aspergillus niger por los bajos
resultados obtenidos.
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4.2.4. CALCULO DE LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO MICELIAR (MGI) DEL
ACEITE ESENCIAL DE CANELA A DIFERENTES DOSIS

En la tabla 7 se muestra la media del didmetro micelar (mm) del dia siete, de Botryotinia
fuckeliana(BF), Epicoccum nigrum(EN), Curvularia hawaiiensis(CH) y Aspergillus niger(AN) en
los distintos medios de cultivo: PDA (control), PDA-Canela-100 pg/mL, PDA-Canela-200 pg/mL,
PDA-Canela-300 pg/mL.

Tabla 7. Crecimiento medio (mm) de los distintos hongos ensayados en PDA-Canela a 100-200-300 ug/mL a
los 7 dias de incubacion.

Diametro de la colonia (mm)

PDA-  PDA-Canela- PDA-Canela-  PDA-Canela- |
Control 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pg/mL
BF 80,8 72,3 63,4 61,2
EN 47,3 33,8 10,6 10,0
CH 58,7 42,0 15,3 15,7

A continuacidn, se calcula y se representa la inhibicidn del crecimiento miceliar (MGI) para los
medios de cultivo ensayados.

Como se observa en la figura 19, para las tres primeras especies fungicas, Botryotinia

fuckeliana, Epicoccum nigrum 'y Curvularia hawaiiensis, los resultados fueron muy

satisfactorios, la inhibicion miceliar a las concentraciones de 200 y 300 upg/mL fue
practicamente la misma, no se observan diferencias significativas, los resultados no varian mas
de un tres por ciento en ninguna de estas tres especies. Sin embargo, en el ensayo a una
concentracion de 100 ug/mL el poder inhibitorio si que disminuyo significativamente.

MGI(%) A.E. DE CANELA A DIFERENTES DOSIS

100
90
80
70
60
50
40
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20
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0

|

il

BF EN
OMGI(%)-Canela-100-pg/mL 10,6 28,5 28,4
B MGI(%)-Canela-200-pg/mL 21,5 77,7 74,0
B MGI(%)-Canela-300-pg/mL 24,3 78,9 73,4

Figura 19. Representacion grdfica del MGl (%) en cada especie para distintas concentraciones de aceite esencial

de canela 100-200-300 ua/mlL.
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4.2.5. ANALISIS ESTADISTICO MGI CANELA A TRES CONCENTRACIONES

Como puede observarse en las figuras 20 y 21, no existen diferencias significativas entre los
ensayos a 300 pg/mL y los ensayos a 200 pg/mL para ninguna de las tres especies, las
dimensiones de los didametros se mantienen muy similares a ambas concentraciones. Mientras
que, a una concentracién de 100 pg/mL, la medida de los didmetros si que aumenta
significativamente.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Concentracion Casos |Media LS Grupos Homogéneos

300ug/mL 30 28,96 X

200ug/mL 30 29,73 X

100pg/mL 30 49,35 X

Figura 20. Representacion grdfica medias de Fisher LSD para canela a tres concentraciones.

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 21. Representacion grdfica intervalos Tukey HSD para canela a tres concentraciones.
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4.3. ENSAYOS in vivo EN UVA DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL
ACEITE ESENCIAL DE CANELA FRENTE A Botryotinia fuckeliana

Tabla 8. Porcentajes de uvas manchas, turgentes y desprendidas, con aceite y sin aceite.

‘ Uvas desprendidas (%)
. dia7 dia 14

Uvas turgentes (%)
dia7 dia 14

Uvas manchadas (%)
dia7 dia 14

sin aceite
con aceite

Ensayos en uva de la variedad moscatel sobre la actividad antifungica del aceite esencial de
canela frente a Botryotinia fuckeliana a 21°Cy 85% HR.

En este ensayo se realizaron dos mediciones, una a dia 7 y otra a dia 14. El porcentaje de uvas
manchadas sin aceite esencial de canela, es mucho mayor que el de las uvas que si que fueron
bafiadas en el aceite esencial. A dia siete, en las uvas con aceite, el porcentaje de frutos
manchados fue practicamente nulo, solo en un 5% de uvas se aprecié manchas producidas por
el hongo. Sin embargo, para ese mismo dia, gran parte de las uvas que no habian sido tratadas
con el aceite mostraban manchas o sintomas del hongo Botryotinia fuckeliana. A dia 14 el
porcentaje de uva manchada en aquellas uvas tratadas con aceite aumento, pero contindo
siendo muy inferior al de las uvas sin aceite.

La turgencia de las uvas también se vio afectada de forma similar, las uvas tratadas con aceite
mantuvieron mucho mds el tiempo turgencia. Mientras que, a dia 7, solamente un diez por
ciento de las uvas sin aceite mantenian la turgencia.

También se compara el nimero de uvas desprendidas entre las uvas tratadas con aceite y las
uvas sin aceite. En las uvas sin tratamiento, a dia 7, se habian desprendido un 22%, mientras
gue, en las uvas con tratamiento, no se habia desprendido ninguna. A partir del dia 7 no se
desprendid ninguna uva en ninguno de los dos ensayos, esto suponemos que es debido a la
pérdida de peso que sufrieron por deshidratacidn, pero al realizar el recuento, aquellas uvas
no tratadas con el aceite se desprendian rdpida, solo al tocar los racimos, lo que no ocurrid en
el caso de las uvas tratadas con el aceite esencial de canela.

También se observd que las uvas con aceite mantuvieron un color verde brillante, mientras
gue, las uvas sin aceite adquirieron una coloracién marronacea.

38



RESULTADOS

Figura 23. Uvas colgadas con aceite (izquierda)

y sin aceite (derecha).
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Figura 24. Uvas con aceite.

Figura 26. Racimo de uva sin aceite infectado de

Botryotinia fuckeliana.

Figura 22. Uvas sin aceite (arriba) y uvas con

aceite (debajo) en bandejas.

Figura 25. Uvas sin aceite
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CONCLUSIONES

e El aceite esencial de canela contiene un 92% de compuestos oxigenados, siendo el
eugenol el mayoritario con un 60% aproximadamente, seguido del éster eugenyl
acetate (18,3%). Los hidrocarburos suponen el 5% de su composicion.

e El aceite esencial de laurel presenta un 78,8% de compuestos oxigenados, siendo los
mayoritarios el eucaliptol (51%) y el éster o-terpinenyl acetate (13%). Los
hidrocarburos se encuentran en un 18%.

e El aceite esencial de Laurel (300 pg/mL) en los ensayos in vitro se mostré poco efectivo
en la reduccidn de la velocidad de crecimiento en las cuatro especies estudiadas.

e El aceite esencial de Canela (300 pg/mL) en los ensayos in vitro produjo la reduccién
de la velocidad de crecimiento en tres de las cuatro especies estudiadas; en
Botryotinia fuckeliana fue de 4,4 mm/dia vs 6,0 mm/dia, en Epicoccum nigrum 0,43
mm/dia vs 2,6 mm/dia, y en Curvularia hawaiiensis 1,3 mm/dia vs 3,7 mm/dia. Por el
contrario, en Aspergillus niger potencié ligeramente la velocidad de crecimiento.

e Estos ensayos ponen de manifiesto la eficacia del aceite de canela en el control de los
hongos Epicoccum nigrum y Curvularia hawaiiensis, asi como en la reduccién en la
velocidad de crecimiento de Botryotinia fuckeliana.

e El cdlculo del MGI mostré que el aceite esencial de canela provocd inhibiciones muy
satisfactorias en Epiccocum nigrum y Curvularia hawaiiensis (78,9 y 73,3%
respectivamente), y en Botryotinia fuckeliana el 24,3%. En Aspergillus niger el
resultado fue negativo, lo que significa que potencia su crecimiento. En el caso del
aceite esencial de laurel, la inhibicién fue modesta y regular en las cuatro especies.
Resultados que coinciden con los obtenidos en la velocidad de crecimiento.

e El aceite de canela es igualmente efectivo a la dosis de 200 y 300 pg/mL en la
inhibicion del crecimiento de los hongos Botryotinia fuckeliana, Epicoccum nigrum,
Curvularia hawaiiensis. No existen diferencias significativas entre las dosis ensayadas.

e El aceite de canela demostro la efectividad en la conservacion de la uva de mesa frente

a Botryotinia fuckeliana. Redujo notablemente el porcentaje de uvas desprendidas y
manchadas, y mejoro la turgencia y el aspecto visual de las uvas.
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