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TITULO DEL TRABAJO: Los aceites esenciales de Laurel (Laurus nobilis)
y Clavo (Syzygium aromaticum) una alternativa frente a Fusarium sambucinum

aislado del arroz.

RESUMEN:

Los aceites esenciales han mostrado en diversos trabajos propiedades
antibacterianas y antifungicas. En el presente trabajo se estudia la capacidad
antifungica de los aceites esenciales de Laurel (Laurus nobilis) y Clavo
(Syzygium aromaticum) frente a Fusarium sambucinum aislado de cariopsides
de arroz, procedente de la Albufera de Valencia.

La adicién de los aceites de Laurel y Clavo al medio de cultivo consigui6é
reducir solo un 26% en el primer caso, y hasta un 71% en el segundo, la
velocidad de crecimiento de Fusarium sambucinum, ademas de modificar la
forma de crecimiento, el color, la esporulacion y la textura de las colonias.

La inhibicién del crecimiento miceliar (MGl) para cada uno de los aceites
fue del 24% para el caso del aceite de Laurel y del 75% para el aceite de
Clavo.

El aceite esencial de clavo podria ser una alternativa para el control de
Fusarium sambucinum en productos almacenados, y en la conservacion de
alimentos y granos, ya que cada vez hay mas productos quimicos sintéticos
prohibidos para el control de hongos fitopatégenos.
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ABSTRACT

Essentials oils have documented in numerous studies antibacterial and
antifungal properties .In this work is evaluated the antifungal activity of Bay leaf
(Laurus nobilis) and Clove (Syzygium aromaticum) essentials oils against the
growth of the fungi Fusarium sambucinum isolated from rice caryopses from the
Albufera of Valencia.

The addition of bay leaf and clove oils to culture medium reduced a 26% in
the first case, and until a 71% in the second, the speed of growth of Fusarium
sambucinum, but also modified the form of growth, color, sporulation and
texture of the fungal colonies.

Mycelial growth inhibition (MGl) for each of the oils was 24% for the case of
bay leaf oil and 75% for clove oil.

Clove oil could provide an alternative for controlling Fusarium sambucinum
in stored products, and in the preservation of aliments and grains, as more and
more synthetic chemicals products banned for the control of phytopathogenic
fungi.

Keywords: Essential oils, antifungal activity, bay leaf, clove, Fusarium

sambucinum.
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1. INTRODUCCION
1.1. LOS HONGOS
1.1.1. Caracteristicas generales

Los hongos son un grupo muy amplio y diverso que incluye levaduras, mohos y
hongos carnosos. Son heterétrofos y necesitan compuestos organicos como fuente de
energia y de carbono. La mayoria son sapréfitos y obtienen los nutrientes por
descomposicion de la materia organica muerta, otros son parasitos, viven en el interior
0 sobre vegetales, animales y humanos, causando enfermedades. La mayoria viven
como sapréfitos en el suelo y agua, donde descomponen principalmente materia
vegetal. Son organismos eucariéticos que se reproducen por medio de esporas y que
no pueden realizar la fotosintesis ya que estan desprovistos de clorofila (Santamarina
y col. 1997)

Los hongos causan la mayoria de las enfermedades conocidas de plantas,
constituyen la base de procesos industriales en los que interviene la fermentacién
(elaboracion de pan, vinos, cervezas) y son responsables de la fabricacién de varios
antibidticos (Mader y Windelspecht, 2013).

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 descomposicion de la materia organica y al reciclado de
nutrientes, pero por otro lado son responsables de los dafos que afectan a las
cosechas a través de las enfermedades que provocan en plantas. La contaminacion
fungica de los productos agricolas es un problema crénico y conlleva la disminuciéon 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 téxicos
cuando crecen sobre alimentos almacenados. Sélo los hongos fitopatégenos provocan
una pérdida de cerca del 20% de los principales alimentos y cultivos de mayor
importancia econdémica (Agrios, 1996; Wainwright, 1995; Santamarina y col. 1997).
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1.1.2. Género Fusarium
Fusarium es un extenso género de hongos filamentosos ampliamente distribuido en

el suelo y en plantas. Presenta especies fitopatdgenas, la mayoria de ellas son
saprofitas y relativamente abundantes en la microbiota del suelo, que causan graves
enfermedades principalmente en los cereales, aunque también puede afectar a otros
vegetales y frutas. Su importancia no se debe tan solo a la pérdida de las cosechas,
sino también a la produccién de micotoxinas. Estas micotoxinas pueden estar
presentes en los cereales y sus productos, produciendo sindromes de intoxicacion en
animales y llegando a la cadena alimenticia de los humanos. Se considera que
Fusarium es el género productor de toxinas de mayor prevalencia en las regiones
templadas de hemisferio norte (Soriano del Castillo, 2007).

Las micotoxinas son compuestos que tienen lugar cuando la fase de crecimiento
llega a su etapa final y durante la fase estacionaria. Son moléculas relativamente
pequenas que pueden contaminar los alimentos, los piensos, o las materias primas
utilizadas para su elaboracion, originando un grupo de enfermedades y trastornos,
denominados micotoxicosis, y que resultan téxicas para el hombre o los animales. Las
toxinas mas comunes producidas por especies del género Fusarium son los
tricotecenos, la zearalenona, la moniliformina y las fumonisinas. Estos metabolitos se
pueden sintetizar tanto durante el cultivo de la planta como durante el almacenamiento
(Soriano del Castillo, 2007).

Los miembros del género Fusarium producen tipicamente dos tipos de conidios,
que reciben la denominacién de macroconodios y microconidios, debido a sus
tamanos respectivos. Ambos tipos son producidos a partir de los fidlides. Tanto la
formacion de conidios como de fialides tiene lugar en el interior de unas falsas

cabezas que finalmente se rompen liberandolos (Sempere, 2009).

Los macroconidios son estructuras largas, multiseptadas, en forma de media luna o
de canoa, que por lo general estan ubicadas en los esporodoquios. Los microconidios,
pequenos, suelen ser unicelulares y de forma esférica u ovalada. Es también frecuente

encontrar conidios que parecen intermedios entre los microconidios y macroconidios.

Doohan y col. (2003) observaron que entre los factores mas importantes que
influyen en las enfermedades producidas por las especies del género Fusarium en
cereales se encuentran la temperatura y la humedad. Algunos autores ya sefialaron la
importancia de estos dos parametros medioambientales en especies de este género y
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demostraron su influencia en la geminacion, crecimiento y producciéon de micotoxinas
(Miedaner y Perkowski, 1996; Ligia y Marina, 2002; Llorens y col., 2004).

1.1.2.1. Fusarium sambucinum
Procedente de género Fusarium, es un hongo patégeno que ataca a un amplio

rango de plantas. Su habitat normalmente es sobre cereales, piensos, patatas,
hierbas, cortezas de arboles, etc.

Su telemorfo es Gibberella pulicaris (Fr:Fr) Sacc. Las colonias en PDA y a 25°C
tienen un diametro en 4 dias de 3,5-5,9 cm, presentan un color naranja, pero cuando
maduran adquieren un tono marrdn oscuro casi negro. El micelio aéreo es algodonoso,
de un blanco a un amarillo rosa. El reverso es blanco, amarillento, rosa, o gris rojizo.
Es extrafo ver cultivos con una coloracién rojo oscura. Las conidiosporas surgen solo
lateralmente en monofialidas, mas tarde se bifurcan muy poco. Los macroconidios son
uniformes en tamafno y forma con una marcada curva dorsiventral, paredes gruesas, 3-

7 septos (Figura 1). Las clamidiosporas pueden estar presentes, solitarias,

encadenadas y en grupos (Samson y col., 2004).

Figura 1. Detalle al microscopio optico de los macroconidios de Fusarium sambucinum
(x400).

Es un hongo filamentoso de climas moderados, distribuido ampliamente en frutas,
cereales, etc. Destaca por ser una especie toxigénica productora de micotoxinas entre
las que se encuentran la zearalenona (ZEA), la fusarina C, el &cido furarico, bobericina
(BEA) y los tricotecenos: diacetoxiescirpenol (DAS), monoacetoxiescirpenol (MAS),
toxina T-2, neosolaniol (NEO) y deoxinivalenol (DON), como principal grupo. Ademas,
se ha descrito una nueva toxina, la sambutoxina (Sempere y col., 2007).
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Respecto a su ecofisiologia, Fusarium sambucinum experimenta un crecimiento

miceliar maximo a una temperatura de 25°C y a la actividad de agua de 0,995 ay,

mientras que no crece a una actividad de agua de 0,85 a, (Sempere, 2009).

Backhouse y col. (2001) han descrito a Fusarium sambucinum como una especie
cosmopolita que vive muy bien en ambientes con medias anuales de entre 5y 15°C.

1.1.2.1.1. Fusarium sambucinum en arroz
Cuando el grano de arroz es cosechado, su superficie estd contaminada por

diversos propagulos fungicos. Si éste no es secado y almacenado correctamente,
propiciarda la germinacion de las esporas y el desarrollo miceliar, produciendo una
pérdida de la calidad inicial del grano y un riesgo potencial por una posible
contaminacién de micotoxinas, que puede ocasionar graves enfermedades en el ser

humano a largo plazo.

La producciéon de micotoxinas viene determinada por una serie de factores, como
son las condiciones ambientales (humedad relativa, temperatura) y la disponibilidad de
nutrientes adecuados, de esta forma una misma cepa puede no producir micotoxinas
en un momento determinado y si producirlas en otro. Ademas, la presencia de otros
hongos puede estimular o inhibir la formacion de toxinas, debido a un efecto de
competitividad (Santamarina y col., 1995).

La micoflora del grano del arroz es la principal causa de su deterioro, y su aparicion
viene determinada por varios factores, entre los que destacan la temperatura y la
actividad de agua.

La incidencia de Fusarium sambucimun en la micobiota dominante del arroz de
Valencia no es muy elevada, con porcentajes inferiores al 15%, aunque es un hongo
de campo, puede aparecer también en el almacén cuando las condiciones le son
favorables. Ocasiona una depreciacion comercial del grano, produciendo cambios en
sus propiedades fisicas y quimicas, como aparicion de coloraciones indeseables,
pérdida de propiedades nutricionales, disminucién del poder germinativo, aparicion de
ciertos metabolitos, etc. (Sempere y col., 2007).

Estos cambios se producen debido a que cuando un hongo contamina un grano, las
hifas penetran y secretan enzimas hidroliticos que lo degradan parcialmente, siendo la
funcion primaria del micelio fungico establecerse y crecer en un medio, absorbiendo
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nutriente y agua (Moss, 1992). De esta manera provocan alteraciones muy diversas,
como la destruccion de proteinas, sustancias de reserva, pérdidas en la materia seca
(Lacey y Magan, 1991) y alteraciones de las células de los tejidos (Schimdt, 1991);
también disminuyen la calidad, el poder germinativo, el vigor, el valor nutricional y la
digestibilidad (Lacey y Magan, 1991).

1.2. ACEITES ESENCIALES
Son liquidos aromaticos obtenidos de diferentes érganos de la planta: flores, raices,

hojas, tallos, frutos, semillas, etc. Pueden ser obtenidos por presién, fermentacion, o
extraccién, pero el método mas comun para la produccion comercial es el de

destilacion por vapor.

Se conocen alrededor de unos 3000 aceites esenciales, de los cuales unos 300 son
los mas importantes comercialmente, destinados para el mercado de condimentos y

fragancias (Burt, 2004).

Se caracterizan por un olor fuerte y son formados por plantas aromaticas como
metabolitos secundarios. En la naturaleza juegan un papel importante en la proteccion
de las plantas como antibacterianos, antivirales, antifungicos, insecticidas y también
frente a herbivoros mediante la reduccion de su apetito por tales plantas (Bakkali y
col., 2008).

Son compuestos naturales complejos, volatiles sintetizados por las plantas
aromaticas. Juegan un papel ecoldgico importante, ya que estan envueltos en las
interacciones entre las plantas, inhiben o estimulan la germinacion de otras especies
vegetales, también representan una defensa contra herbivoros, insectos, hongos y
patdégenos (Santamarina y col., 2012).

1.2.1. Propiedades antibacterianas y antifungicas de los aceites esenciales
Desde hace mucho tiempo se han reconocido las propiedades antibacterianas de

algunos aceites esenciales. Ademas de propiedades antibacterianas, los aceites o sus
componentes han mostrado también propiedades antiviricas, antifungicas e
insecticidas.

La capacidad antifungica y antibacteriana de los aceites esenciales de muchas
especies de plantas han sido probadas por diferentes autores (Burt, 2004; Pirajno y
col., 2004; El Bouzidi y col., 2012; Marey y col., 2012).
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Existen numerosos estudios que revelan la actividad antimicrobiana, aunque no
todos presentan la misma actividad y ésta dependeria de sus componentes. En este
sentido, Fisher y Phillips (2006) estudiaron la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de limén, naranja dulce y bergamota y de sus componentes principales.

Por otro lado, la actividad antimicrobiana de los aceites de pimienta negra, clavo,
orégano, geranio, nuez moscada y tomillo fue examinada por Dorman y Deans (2000),
quienes ademas determinaron los componentes volatiles que podrian contribuir a su
actividad. El aceite con un gran espectro de acciéon fue el de tomillo, seguido de
orégano, clavo, nuez moscada, pimienta negra y geranio. La actividad de los aceites
estaria relacionada con la composicion de los volatiles de los aceites de las plantas y
sus grupos funcionales, y una posible interaccion sinérgica entre sus componentes.
Los componentes con estructura fendlica como el carvacrol, el eugenol y el timol,

fueron muy efectivos frente a los microorganismos.

A pesar de los beneficios que puede suponer el empleo de determinados aceites
esenciales en el aumento de la vida 0til de los productos minimamente procesados,
junto con la mejora en su actividad antioxidante, su uso también puede aportar a los
mismos, sabores y aromas extrafos, lo cual puede limitar su aplicacién (Almela, 2012).

1.2.2. Aceite esencial de Laurel
El nombre cientifico del laurel es Laurus nobilis L.. El género Laurus pertenece a la

familia de Lauraceas, a la que da nombre.

El laurel (Figura 2) es un arbol dioico de 2 a 6 m, de hoja perenne. Las ramas son
erguidas y recubiertas por una corteza lisa. Las hojas son alternas, lanceoladas,
puntiagudas, coriaceas, generalmente onduladas en el borde, tienen apice agudo y
base atenuada. Miden unos 3-9 cm de longitud y poseen corto peciolo, son de color
verde oscuro brillante por el haz y verde palido y mate por el envés. Son muy
aromaticas. Las flores se agrupan en la axila de las hojas en pequenas umbelas
pedunculadas. Son pequefas, olorosas, amarillas o blancas. Florece en primavera,
entre marzo y mayo. Los frutos son bayas, ovoides, del tamafno de un guisante grueso,

de color azul oscuro, 0 negro en la madurez, que contienen una sola semilla.
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Lam, 66, ~Lenens mobifis, Bareelona, cultivado: a) rama florida; by for masculing; ¢) estambre;
d) rama Truetifera; ¢ flor femenina: 1) seeeidn de Nor femenina: g) fro maduro,

Figura 2. Arbol del laurel (Laurus nobilis L.) (Figura tomada de Flora Ibérica).

Crece espontaneamente en los paises de la cuenca mediterranea hasta unos 1200
m de altitud. Es originario del Mediterraneo y de Asia menor (Mendiola y Martin, 2009).

Al laurel se le atribuyen propiedades estimulantes, diuréticas, estomacales,

carminativas y expectorantes.

En el aceite esencial del laurel (Sanz-Berzosa y col.,, 2013) los componentes
oxigenados suponen un 78,8% del total de su composicién, siendo los mayoritarios el
eucapitol (51%) y el ester alpha-terpinenyl acetate (12.9%), seguidos de los esteres
bornyl acetate (0.5%) y linalyl acetate (0.25%). Otros componentes son los
hidrocarburos (monoterpenos y sesquiterpenos) que forman el 18% de su

composicion.

1.2.3. Aceite esencial de Clavo
El nombre cientifico del clavo es Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry. El género

Syzygium pertenece a la familia Myrtaceae.
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El clavo de olor es una especia de un arbol tropical originario de Indonesia, siendo
los botones secos (flores que aun no abren) los que son usados como especia. El
arbol del clavo es perenne y crece hasta una altura de 10 a 20 metros. Tiene hojas
lanceoladas e inflorescencias racimosas. Las yemas florales inicialmente presentan un
color pélido que gradualmente cambia al verde, después de lo cual comienzan a
adquirir un color rojizo brillante indicativo de que estan listos para ser recolectados.
Usualmente se cosechan cuando alcanzan una longitud de 1,5 a 2 cm, y constan de
un largo receptaculo que contiene al ovario; sobre el receptaculo se insertan los
demas verticilios florales: cuatro sépalos, cuatro pétalos y numerosos estambres
(Torres, 2009).

Figura 3. Arbol del clavo (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry) (Foto tomada de
Koehler's Medicinal-Plants)

En el aceite esencial del clavo (Sanz-Berzosa y col., 2013) los compuestos
oxigenados representan el 90,3% de su composicién, siendo el eugenol el que
aparece en mayor proporcién (89,8%). Los hidrocarburos (monoterpenos vy
sesquiterpenos) suponen un 9% de su composicion.
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2. OBJETIVOS
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 antifungica de los aceites esenciales
frente a distintos hongos patégenos 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 la capacidad antifungica de los aceites
esenciales de Laurel (Laurus nobilis) y Clavo (Syzygium aromaticum). El hongo
utilizado en el ensayo es Fusarium sambucinum aislado de cariopsides de arroz. Este
estudio nos permitira conocer el grado de inhibicion de crecimiento miceliar de cada
uno de los aceites.

El objetivo final es conocer si los aceites esenciales de clavo y laurel podrian ser
una alternativa para el control de Fusarium sambucinum en productos almacenados, y
en la conservacion de alimentos y granos, ya que cada vez hay mas productos
quimicos sintéticos prohibidos para el control de hongos fitopatégenos.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIAL
3.1.1. Hongo

El hongo utilizado Fusarium sambucinum Fuckel LBEA 2161 fue aislado de
cariopsides de arroz procedente de la zona de produccién arrocera de la Albufera de
Valencia. El hongo se identific en el laboratorio de Botanica del Departamento de
Ecosistemas Agroforestales y confirmada su clasificacién por Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS), Fugal Biodiversity Centre, Institute of the Royal Netherlands
Academy of Arts and Science.

3.1.2. Aceites esenciales
El aceite esencial de laurel (Laurus nobilis L.) extraido de hojas fue suministrado

por la casa comercial ESENTIAL AROMS y extraido de manera natural a través de la
primera presion en frio por destilacion al vapor de agua, con numero de lote
719B032807. La composicion indicada por el fabricante es: 1,8 cineol (eucaliptol),
acetato a-terpinilo y linanol.

El aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry) extraido de
las hojas fue suministrado por la casa comercial GUINAMA, con numero de lote
9449600032 y segun la composicion del fabricante con un porcentaje de eugenol
superior al 85%.

3.1.3. Aparatos y material de laboratorio
— Autoclave RAYPA AES-75

— Cabina de flujo laminar INDELAB

— Estufa de cultivo RAYPA 1-288

— pH-metro CRISON GLP 21

— Balanza analitica KERN PLB 1000-2

— Agitador orbital SELECTA ROTABIT

— Céamara fotografica digital NIKON E885

— Camaras frigorificas

— Cromatografo de gases

— Material fungible usado en el laboratorio de Botanica (pipetas, placas petri,
asas de siembre, sacabocados, matraz erlenmeyer, mechero gas)

10



Material y Métodos

3.2. METODOS
3.2.1. Medios de cultivo
El fundamento de los medios de cultivo para la microbiologia reside en poner al
alcance de los microorganismos una fuente de nutriente que permita su crecimiento.
En este estudio el medio de cultivo utilizado fue Agar Dextrosa Patata (PDA) que

tiene la siguiente composicion:

Infusion de patata 200,0 g/l
Dextrosa 20,0 g/l
Agar 17,0 g/l
Agua destilada 1000 ml

3.2.2. Identificaciéon de los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales
La identificacion de los compuestos presentes en los aceites esenciales se realizé

mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas mediante la
comparacion de su espectro de masas con la base de datos disponible en el
cromatégrafo gases-masas y la comparacion del indice de Kovats de cada compuesto
con el descrito en la bibliografia. Asimismo se ha comprobado la identidad de algunos
de los compuestos comparando sus espectros de masas y sus indices de Kovats con
los de muestras patron.

Las condiciones del cromatdgrafo de gases acoplado al espectrémetro de masas
son: Volumen de inyeccion: 1 uL.Split, Split-ratio-30:1. Flujo del gas portador: 1
mL/min. Column: HP-5MS Ul (agilent); 30 m x 250 um x 0.25 um; T2 max. Column:
350°C. Rampa: 60°C 5 min; 3°C/min a 180°C; 20°C/min hasta 280°C (10 min). Rango
de masas: 30-500 m/z. Modo de adquisicion: scan.

3.2.3. Bioensayos de la actividad de los aceites esenciales
El aceite esencial fue disuelto, mezclado y homogeneizado por agitacion en

matraces con medio de cultivo PDA/Tween 20 (0.1%), previamente esterilizado,
cuando aun esta liquido, se adicion6 a la concentracion de 300 pug/mL, y se repartié en
capsulas Petri de 90x15 mm.

El hongo se sembré a modo de explantes discoidales de 8 mm de diametro
tomados con un sacabocados de una colonia de siete dias de desarrollo, y se
colocaron en el centro de las cépsulas Petri conteniendo el aceite esencial. El
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experimento se incubd a 25°C durante 7 dias. El crecimiento miceliar se evalu6
midiendo diariamente dos diametros perpendiculares de la colonia, y se calculd la
velocidad de crecimiento. Se realizaron seis repeticiones por tratamiento. Las capsulas
Petri control contenian Unicamente PDA/Tween 20 (0.1%).

3.2.4. Calculo de la inhibicion del crecimiento miceliar (MGl)
La inhibicion del crecimiento miceliar se calculd el dia 6 utilizando la siguiente

formula (ALBUQUERQUE y col., 2006).
MGil= [(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 diametro de las colonias en placas tratadas con aceite
esencial, ambos a dia 6.

3.2.5. Analisis estadistico
Los resultados de crecimiento miceliar se sometieron al analisis de la varianza

(ANOVA). También se representaron los intervalos LSD de comparacion de medias
del factor esencia, con valores de significacién de P< 0,05. El programa estadistico
utilizado fue Statgraphics Plus 5.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Composicion quimica de los aceites esenciales de clavo y laurel
La identificacion de la composicion de los aceites esenciales se realizd en

colaboracién con el Departamento de Quimica de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agrondmica y del Medio Natural, con la profesora Isidora Sanz-Berzosa.

Segun el estudio realizado los componentes mayoritarios de los aceites esenciales
de clavo y laurel son los que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Compuestos mayoritarios presentes en los aceites esenciales de clavo y laurel.

Kl 1) COMPUESTO CLAVO (%) LAUREL (%)

1362 eugenol 89,757

1420 beta-caryophyllene 6,715

1453 alpha- caryophyllene 1,917

979 sabinene 7,474
980 beta pinene 3,255
1035 eucaliptol 50,654
1063 gamma terpinene 1,203
1001 linalool 3,655
1180 terpinen-4-ol 2,165
1193 alpha-terpineol 2,301
1357 alpha-terpinenyl acetate 12,917
1409 methyleugenol 3,803
939 alpha pinene 3,95

(1) Kl= Indice de Kovats

La composicion de los aceites esenciales contiene altos porcentajes de compuestos
oxigenados, como esteres, alcoholes, epoxidos y cetonas.

En el aceite esencial del clavo los compuestos oxigenados representan el 90,3% de
su composicion, siendo el eugenol el que aparece en mayor proporciéon (89,8%). Los
hidrocarburos (monoterpenos y sesquiterpenos) suponen tan solo un 9% de su
composicion, de ellos el 6,7% corresponde al beta-caryophyllene y el 1,9 % al alpha-
caryophylene.

En el aceite esencial del laurel los componentes oxigenados suponen un 78,8% del
total de su composicion, siendo los mayoritarios el epéxido eucapitol con un 51% vy el
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ester alpha-terpinenyl acetate con un 12.9%. Otros componentes minoritarios son los
esteres bornyl acetate (0.5%) vy linalyl acetate (0.25%). En este aceite los
hidrocarburos (monoterpenos y sesquiterpenos) forman el 18% de su composicion.

4.2. Crecimiento de Fusarium sambucinum y actividad antifungica de los aceites
esenciales de clavo y laurel
En la Figura 4 se muestra el crecimiento radial (mm) de Fusarium sambucinum en

los distintos medios ensayados, donde se observa que el crecimiento del hongo es
muy similar en el medio PDA (control) y en el PDA-laurel durante los dos primeros
dias, mostrandose a partir de ese dia una ligera reduccion del crecimiento.

Por otro lado, se observa que el aceite de clavo inhibié totalmente el crecimiento de
Fusarium sambucinum hasta el tercer dia, ya que hasta ese dia no se registraron
datos de crecimiento, mostrandose a partir de ese dia valores muy inferiores en

comparacion con el hongo crecido en PDA.

Fusarium sambucinum +PDA +CLAVO «LAUREL
50
45 y=6,5994% + 1.0873
40 R? = 0,9869 $
£
£ 35 S
T
5 30 /( y = 4.8531x + 3,4509
T s RZ=0.0893
o
E 20 / v=1 GO=32 A2 oo
Q) )' | LA b |y L L
s 15 s R2 = 0.8705
S
S 10 / s |
O l/ /./4‘/. 4
5 = b4
O I I I I I I I
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Figura 4. Crecimiento radial (mm) de Fusarium sambucinum en los distintos medios
ensayados: PDA, PDA-Laurel y PDA-Clavo.

La velocidad de crecimiento de Fusarium sambucinum (Figura 5) fue de 6,6 mmd-1
cuando crecié en el medio de cultivo PDA, mientras que cuando se adicionaron los
aceites de clavo y laurel la velocidad de crecimiento se redujo a 1,9 mmd-1 y a 4,8

mmd-1 respectivamente.
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La adicién de los aceites de clavo y laurel consiguié reducir, a lo largo de los 7 dias,
en un 71% y un 26%, respectivamente, la velocidad de crecimiento de Fusarium

sambucinum.

Fusarium sambucinum

6,60

Velocidad de Crecimiento

PDA CLAVO LAUREL

Figura 5. Velocidad de crecimiento (mmd-1) de Fusarium sambucinum en los distintos
medios ensayados: PDA, PDA-Clavo y PDA-Laurel.

El crecimiento de Fusarium sambucinum en el medio PDA se caracteriza por un
crecimiento rapido, ya que a los 6 dias de la inoculacion las colonias ocupan la
totalidad de la placa. Las colonias presentaron una coloracién rosacea, con un micelio
aéreo abundante y algodonoso, de color blanquecino y rosaceo (Figuras 4 y 6).

El crecimiento de Fusarium sambucinum en el medio PDA con el aceite esencial de
laurel mostrd un crecimiento ligeramente inferior al del hongo crecido en PDA (Figura
6).

Por otro lado el aceite de clavo disminuy6 significativamente el crecimiento miceliar
de Fusarium sambucinum a la dosis ensayada (Figura 4). Ademas de modificar la
forma, el color, y la textura de las colonias (Figura 6), ya que se observo que las

colonias presentaban una coloracién mas blanquecina y algodonosa.
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A. Colonia de F. sambucinum
en PDA (izq.) y PDA-Clavo
(dcha.) a los 7 dias de
inoculacion

B. Colonia de F. sambucinum
en PDA (izq.) y PDA-Laurel
(dcha.) a los 7 dias de
inoculacion

Figura 6. Comparacion del crecimiento miceliar de Fusarium sambucinum en los
distintos medios ensayados a los 7 dias de inoculacion: A) Colonia de F. sambucinum en
PDA (izq.) y PDA-Clavo (dcha.); B) Colonia de F. sambucinum en PDA (izq.) y PDA-Laurel
(dcha.).

En la Figura 7 pueden observarse las medias del crecimiento radial diario a lo largo
de los siete dias de lecturas. Podemos ver que durante los dos primeros dias el efecto
de inhibicién del crecimiento del hongo mediante el aceite de clavo es del 100%,
puesto que el hongo no crece, mientras que en el resto de dias es constante, ya que
en todos ellos el porcentaje de reduccion del crecimiento es similar, varia entre un 75 y
77%.

En el caso del laurel el efecto no es tan constante, el primer dia se observa una

reduccion minima del 3%, el dia 2 un 14%, el dia 3 se alcanza el maximo con un 38%,
volviendo a disminuir los dias siguientes, 15 % el dia 4 y un 20% los dias 5 y 6.
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Fusarium sambucinum

45
40
35
30
25
20
15
10

Crecimiento medio radial {mm)

1 2 3 4 5 6 7
BPDA 7,75 16,13 19,69 27,06 34,69 40,75

ECLAVO 4,69 6,13 7,88 10,19 12,19
OLAUREL| 7,50 13,88 12,13 23,00 27,56 32,63 37,31

Figura 7. Crecimiento diario de Fusarium sambucinum en medio PDA, PDA-Clavo y PDA-
Laurel a lo largo de los siete dias de lectura.

Del estudio de la composicién de los aceites sabemos que el aceite esencial de
clavo estd compuesto casi exclusivamente por eugenol ya que aparece con una
proporciéon del 89,8%. De los datos obtenidos en el presente trabajo, en el que el
aceite de clavo es el que ha mostrado una mayor inhibicién del crecimiento miceliar, y
del estudio de otros trabajos realizados en el Departamento de Ecosistemas
Agroforestales sobre la actividad antifungica de los aceites esenciales frente a varios
hongos, se observa que los aceites con mayor actividad son aquellos que contienen
un alto porcentaje de fenoles.

Varios autores han estudiado el efecto del aceite de clavo sobre el crecimiento de
distintas especies. Barrera y Garcia (2008) estudiaron la disminucién del crecimiento
de Fusarium sp. utilizando aceite de clavo a una dosis de 300 ug/ml, observando un
crecimiento miceliar de 5 mm comparados con los 45 mm del control a los 6 dias de
incubacion, valores inferiores a los obtenidos en el presente trabajo, donde el
crecimiento fue de 10,19 mm con el aceite de clavo y 40,75 mm en el control.

Montes-Belmont y Carvajal (1998) también encontraron que el aceite esencial de
clavo causaba la inhibicion total del desarrollo de Aspergillus flavus en grano de maiz.
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En otro estudio Velluti y col (2003) probaron el aceite de clavo sobre Fusarium
proliferatum, el cual inhibié totalmente el crecimiento de este hongo.

En el caso del aceite esencial de laurel, el eucaliptol, que es el compuesto
mayoritario (se encuentra en un porcentaje del 51%), ha mostrado una baja actividad
antifangica frente al hongo utilizado. De hecho la bibliografia es contradictoria respecto
a los estudios de la actividad antifungica del aceite de laurel. En algunos estudios el
aceite de laurel ha activado el crecimiento fungico (Atanda y col., 2007), mientras que
en otros se ha constatado su efectividad como fungicida, fungistatico e incluso como
reductor de toxinas fungicas (De Corato y col., 2010). No ha sido nuestro caso por lo
gue seria necesario realizar nuevas investigaciones para comprobar si aumentando la
concentracion de aceite, o utilizando otros géneros de hongos, se obtendria también

un aumento de la actividad antifungica.

4.3. Efecto de los aceites esenciales de clavo y laurel en la inhibicién del
crecimiento miceliar de Fusarium sambucinum
Si aplicamos el célculo del indice MGI (Micelial Growth Inhibition), otro pardmetro

de crecimiento utilizado por varios autores que estudian la actividad antifungica de los
aceites esenciales (Alburquerque y col., 2006; Avila-Sosa y col,. 2012; Tian y col.,
2011; De Corato y col., 2010), se observa que el indice MGl calculado al dia 6 es de
un 24% para el caso del aceite de Laurel y de un 75% para el aceite de Clavo, datos
similares al porcentaje de reduccién de la velocidad de crecimiento (26% y 71%,

respectivamente).

4.4. Analisis estadistico
Del analisis de la varianza del factor esencia sobre el crecimiento de Fusarium

sambucinum (Tabla 2) podemos observar que dicho factor tiene una influencia

significativa sobre el crecimiento medio del hongo ya que el P-valor es menor de 0,05.

Tabla 2. Analisis de la varianza del crecimiento de Fusarium sambucinum frente al factor
esencia (e).

Factor GL CM F-radio P-valor
e 2 4533,83 75,35 0,0000

GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio; F-ratio: F-Snedecor
*Significativo P<0,05

Ademas se representaron los intervalos LSD de comparacién de medias (Figura 8)
para comprobar si existen diferencias significativas entre las medias de crecimiento de

los distintos medios ensayados. Dicho grafico pone de manifiesto que realmente
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existen diferencias entre las medias estadisticamente significativas con un nivel del

95,0% de confianza.

Fusarium sambucinum

o
ERER
I

Radio

o o1 O O

PDA CLAVO LAUREL
Tratamiento

Figura 8. Intervalos LSD de comparacion de medias para los distintos niveles de factor
esencia en Fusarium sambucinum
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5. CONCLUSIONES
e En el aceite esencial del clavo el compuesto mayoritario es el eugenol que

aparece en una proporcion del 90%.

e En el aceite esencial del laurel el compuesto mayoritario es el eucapitol con un
51%.

e La velocidad de crecimiento de Fusarium sambucinum fue de 6,6 mmd-1
cuando creci6 en el medio de cultivo PDA, mientras que cuando se adicionaron
los aceites de clavo y laurel la velocidad de crecimiento se redujo a 1,9 mmd-1
y a 4,8 mmd-1 respectivamente.

e La adicién de los aceites de clavo y laurel consiguieron reducir en un 71% y un

26%, respectivamente, la velocidad de crecimiento de Fusarium sambucinum.

e El aceite de clavo llegé a inhibir totalmente el crecimiento hasta el tercer dia.

e El indice MGl calculado al dia 6 es de un 24% para el caso del aceite de Laurel
y de un 75% para el aceite de Clavo, datos similares al porcentaje de reducciéon
de la velocidad de crecimiento.

e Del andlisis de la varianza del factor esencia sobre el crecimiento de Fusarium
sambucinum se observé que dicho factor tiene una influencia significativa sobre

el crecimiento medio del hongo ya que el P-valor es menor de 0,05.

e El aceite esencial de clavo presenté una muy buena inhibicion del crecimiento
miceliar de Fusarium sambucinum, por lo que este aceite y/o sus compuestos
podrian ser una alternativa para el control de las enfermedades causadas por
este hongo.
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