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TITULO DEL TRABAJO: Potencial de los aceites comerciales de Canela

(Cinnamomum zeylanicum) y Laurel (Laurus nobilis) en el control de Fusarium oxysporum.

RESUMEN

Cada vez hay mas productos quimicos sintéticos prohibidos para el control de hongos fitopatogenos,
lo que ha provocado el aumento de estudios de los aceites esenciales y sus compuestos como agentes

de biocontrol.

El principal objetivo de este trabajo es estudiar la capacidad antifungica de los aceites esenciales de
Canela (Cinnamomum zeylanicum) y Laurel (Laurus nobilis) frente a Fusarium oxysporum, causante
de la fusariosis vascular y podredumbre de cuello y raices en distintos cultivos, con el fin de obtener
sustancias potencialmente ecoldgicas para la gestion sostenible de productos alimenticios tanto en
campo como almacenados.

Para ello, se ha estudiado la respuesta del hongo, aislado de tomate, frente a ambos aceites
comerciales. Los bioensayos se realizaron a la dosis de 300 pg/mL del aceite esencial en el medio de
cultivo PDA. Se calcul¢ la velocidad de crecimiento del hongo (mm/dia), el crecimiento medio radial
diario (mm) y la inhibicion del crecimiento miceliar (MGI).

La velocidad de crecimiento del hongo fue de 5,75 mm/dia en PDA, 5,22 mm/dia en laurel y de 2,44
mm/dia en canela. El aceite de canela redujo alrededor del 60% la velocidad de crecimiento del hongo,

resultado similar al del MGI.

La adicion de estos aceites esenciales, sobre todo el aceite de canela, podria ser una alternativa de
aplicacion practica, tanto en campo como en productos almacenados, para el control de Fusarium

oxysporum.
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SUMMARY

Increasingly there are more synthetic chemicals banned for the control of phytopathogenic fungi,

which has caused the increase in studies of essential oils and their compounds as biocontrol agents.

The main objective of this work is to study the antifungal ability of essential oils of Cinnamon
(Cinnamomum zeylanicum) and Bay leaf (Laurus nobilis) facing Fusarium oxysporum, cause of
vascular Fusarium and collar and roots rot in different crops, in order to obtain potentially ecological
substances for the sustainable management of foodstuff both in the field as stored.

To that end, it has been studied the response of the fungi, isolated from tomato, against both
commercial oils. The bioassays were conducted over dose of 300 pg/mL from the essential oil in the
PDA culture medium. It was calculated the speed of growth of the fungi (mm/day), the daily average
radial growth (mm), and the micelial growth inhibition (MGI).

The speed of growth of the fungi was 5,75 mm/day in PDA, 5,22 mm/day in bay leaf and 2,44
mm/day in cinnamon. The cinnamon oil reduced by around 60% the speed of growth of the fungi,

similar result to the one of the MGI.

The addition of these essential oils, especially the cinnamon oil, could be an alternative of practical

application, both in the field as stored, for the control of Fusarium oxysporum.

Key words: essential oil, antifungal ability, Fusarium oxysporum, cinnamon, bay leaf.
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1. INTRODUCCION
1.1. LOS HONGOS. El género Fusarium.
1.1.1. Morfologia.

Los hongos son organismos eucarioticos que se reproducen por medio de esporas. Son
heterotrofos y necesitan compuestos organicos como fuente de energia y de carbono. La mayoria de
ellos viven como saprofitos en el suelo y el agua. Los hongos, junto con otros microorganismos
contribuyen significativamente a la descomposicion de la materia organica y al reciclado de los

nutrientes, siendo por ello sus actividades tan necesarias para la vida (Wainwright, 2003).

El género Fusarium se agrupa dentro de la division Ascomycota. Muchas especies de Fusarium
(Figura 1) tienen una extensa distribucion, incluyendo fitopatdégenos de cultivos ampliamente
utilizados. Algunas especies producen marchitamientos vasculares, podredumbres de cuello y raices,
pudricion de frutos e infeccion de semillas. Algunas de las micotoxinas reguladas internacionalmente
son producidas por especies de Fusarium, principalmente fumonisinas, tricotecenos y zearalenona

(Sanchis et al., 2004).

Figura 1. Fusarium oxysporum. a. macroconidios; b.
conidi6foros y fidlides con microconidios; c. clamidosporas
(Samson et al., 2004).
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Las colonias de Fusarium oxysporum crecidas en PDA, alcanzan un didmetro de 30-55 mm en 4
dias a 25°C, son blancas al principio. El micelio es de color salmén claro o malva claro, unas veces
denso y algodonoso y otras veces escaso. El reverso de la colonia suele ser de color malva, violeta o
magenta oscuro. Es frecuente la presencia de esporodoquios insertos en una masa central. Los

conididforos, ramificados o no, soportan las monofialides.

Este patogeno produce tres tipos de esporas asexuales (Figural). Los microconidios, de
fusiformes a arrifionados, tienen de una a dos células y son las esporas que el hongo produce con una
mayor frecuencia y en mayor abundancia en todas las condiciones. Son producidos en falsas cabezas
de cortas y robustas monofialides en forma de frasco. Estas esporas (Figuras 2 y 3) son las que el
hongo suele formar en el interior de los vasos de las plantas infectadas. El segundo tipo de espora son
los macroconidios, que son las esporas tipicas de Fusarium, estan constituidas por tres a cinco células,
son estructuras largas, de pared delgada, multiseptadas, en forma de media luna o de canoa,
generalmente ubicadas en los esporodoquios. Se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia los dos
extremos. Aparecen con gran frecuencia sobre la superficie de plantas destruidas por el hongo. El
ultimo tipo de espora son las clamidosporas, constituidas por una o dos células, son de pared gruesa y
son esporas redondas que se forman terminal o intercalarmente en el micelio mas viejo o en los

macroconidios del hongo; se disponen en cadenas, pares o individuales.

Estos tres tipos de esporas se forman en los cultivos del hongo y quiza también en el suelo,

aunque so6lo las clamidosporas sobreviven en este Gltimo sustrato durante mas tiempo (Agrios, 2008).

Figura 2. Macro y microconidios de F. Figura 3. Hifas conidiégenas de F.
oxysporum. oxysporum con presencia de clamidosporas.

1.1.2. Ecologia fangica.
Fusarium oxysporum es un hongo geograficamente muy extendido. Principalmente se trata de un
saprofito del suelo, pero algunas cepas tienen una actividad patogénica en numerosos cultivos de

plantas: patatas, coles, melones, tomates, semillas de soja, guisantes, algodon, bulbos de cebolla, etc.



Introduccién

Es posible su presencia en cereales (maiz, arroz y cebada) y frutos secos (cacahuetes, pecana,

avellanas y nueces). Puede crecer en condiciones bajas de O, (Samson et al., 2004).

Para poder entender mejor la ecologia de Fusarium oxysporum, es importante conocer la
influencia de la disponibilidad de agua y la temperatura en el crecimiento fungico de esta especie.
Roselld et al. (2004) estudiaron la respuesta de F. oxysporum cuando es sometido a distintas

condiciones ambientales de actividad de agua (0,85, 0,90, 0,95, 0,98, 0,995) y temperatura (15 y 25

°C). El resultado fue que la cepa crecio, a 25°C, a las a,, comprendidas entre 0,90 y 0,995, y a 15°C

entre 0,95 y 0,995, siendo, en las dos temperaturas, el maximo desarrollo para una a,, de 0,995, con
valores de 6,28 mm/dia a 25°C y de 4,63 mm/dia a 15°C. En general, se observé un descenso del
crecimiento fingico al disminuir la a,, tanto a 15°C como a 25°C, y ademas, que los valores obtenidos

a 15°C eran siempre mas bajos que a 25°C.

1.1.3. Enfermedades causadas por Fusarium

Las especies de Fusarium estdn referenciadas como hongos de campo, pero no es raro
encontrarlos, en ocasiones, como hongos de almacén, sobre todo cuando la disponibilidad de agua es
alta y las temperaturas bajas. Por ello, suelen estar involucradas en el desarrollo de distintas
fisiopatologias, en concreto son las causantes de los marchitamientos vasculares (fusariosis vascular),
de las podredumbres de cuello y raices, y los mohos amarillos y rosados de las enfermedades de

poscosecha (Carlile et al., 2001).

Los marchitamientos vasculares son enfermedades tipicas del suelo que se encuentran
ampliamente distribuidas y son muy destructivas, espectaculares y alarmantes. Se manifiestan en un
marchitamiento mas o menos rapido, empardecimiento y muerte de hojas y vastagos, dando como
resultado la muerte de la planta. Los marchitamientos se deben a la presencia y actividades del
patégeno en los tejidos vasculares xilematicos de las plantas. Comunmente, el patdgeno contintia
propagandose internamente en forma de micelio o conidios a través de los vasos xilematicos hasta que
muere toda la planta. Mientras la planta infectada continie viviendo, el hongo se limita a los tejidos
vasculares y a algunas células circundantes. Solo cuando muere la planta infectada, el hongo se
propaga hacia otros tejidos y esporula sobre ella. Tres géneros son los causantes de los

marchitamientos vasculares: Ceratocystis, Fusarium y Verticillium (Pitt y Hocking, 2009).

Fusarium produce marchitamientos vasculares principalmente en flores y hortalizas anuales,
plantas herbaceas perennes ornamentales, plantas de cultivo, malezas y en la mimosa. La mayoria de
los hongos de este género que producen marchitamientos vasculares pertenecen a la especie Fusarium

oxysporum y, segun el huésped que infecte se encuentran distintas formas especiales (f.sp.) dentro de
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la especie. Asi, el hongo que ataca al tomate se designa Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici; el del
gladiolo Fusarium oxysporum f.sp. gladioli, etc.

Fusarium es un hongo que hiberna en el suelo o entre los restos vegetales, en forma de micelio o
esporas (clamidosporas). Se propaga a cortas distancias a través del agua del suelo y el equipo agricola
contaminado, y a grandes distancias por los trasplantes infectados o por el suelo que va en ellos.
Usualmente, una vez se ha instalado en un area, se mantiene asi por tiempo indefinido. Las
marchiteces son mas comunes y destructivas en las regiones templadas mas calidas y menos daiiinas

en climas templados frios, excepto en los cultivos de invernadero de esas areas (Rosello, 2003).

La mayoria de las marchiteces causadas por Fusarium oxysporum comparten un desarrollo y ciclo

patologico similar. En la Figura 4 se describe, como modelo de la enfermedad, la fusariosis del tomate.
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Figura 4. Ciclo patoldgico de la fusariosis del tomate (Agrios, 2008).

La enfermedad de la fusariosis del tomate puede ocasionar pérdidas considerables, sobre todo en

las variedades mas susceptibles y bajo condiciones climaticas favorables, por ello la disponibilidad de
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cultivares resistentes mantiene las pérdidas a un nivel bastante bajo. Esta enfermedad se caracteriza

por el achaparramiento de las plantas, que en poco tiempo se marchitan y mueren.

Los primeros sintomas de la enfermedad se manifiestan en un leve aclarado de las nervaduras de
los foliolos jovenes mas externos, después ocurre la epinastia de las hojas por el debilitamiento de los
peciolos. Los frutos que ocasionalmente son infectados se pudren y desprenden sin que aparezcan
manchas en ellos. Las raices también son infectadas y tras un periodo inicial de achaparramiento se

pudren las raices laterales mas pequefias.

Cuando las plantas sanas se desarrollan en un suelo contaminado, las esporas germinadas o el
micelio penetran por la zona de elongacion de la raiz, a través de heridas o donde se forman las raices
laterales. El micelio del hongo se propaga intercelularmente a través de la corteza de la raiz y cuando

llega a los vasos xilematicos, entra en ellos a través de las punteaduras.

Distintas especies de Fusarium, sobre todo F. solani y algunas f.sp. de F. oxysporum, producen,
en lugar de fusariosis vascular, la podredumbre de semillas y plantulas (ahogamiento), podredumbre

de raices, del cuello del tallo, de bulbos, tubérculos, etc.

La podredumbre de raices se produce en plantas jovenes de guisantes, cacahuete, tomate, etc. Las
raices principales muestran al principio una mancha rojiza que se va volviendo mas oscura y que se
extiende hasta cubrir toda la raiz y la zona del tallo por debajo del suelo. En la raiz principal aparecen
fisuras y las pequefias raices laterales son destruidas. En general, el crecimiento de la planta se retrasa
y las hojas se vuelven amarillas y caen. En ocasiones, sin las condiciones climaticas son las idoneas, la

planta puede llegar a recuperarse, aunque en la mayoria de los casos mueren (Agrios, 2008).

La podredumbre del cuello provoca que las plantas infectadas se marchiten y mueran, ya que la
base del tallo (cuello) se pudre. Se observan manchas rosa o rojas en el tallo a nivel de la superficie del
suelo o por debajo de ella. Estas lesiones se producen de fuera hacia adentro y es frecuente que no

afecten a la parte interna del tallo.

El género Fusarium produce los “mohos amarillos o rosados” en plantas ornamentales y
hortalizas. En citricos, que se almacenan durante mucho tiempo, provoca la podredumbre café. En la
mayoria de los casos la contaminacion se produce en el campo antes o durante la cosecha, aunque
también puede desarrollarse durante la etapa de almacenamiento. Al principio los tejidos afectados se
ablandan y, a medida que se extiende la infeccion, las areas putrefactas se hunden y aparece sobre
ellas un penacho de pelo blanquecino, rosa o amarillento del moho. En el caso del tomate y

cucurbitaceas, la infeccion se desarrolla con mayor rapidez.
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1.2. LOS ACEITES ESENCIALES
1.2.1. Generalidades.

Los aceites esenciales son liquidos aromaticos obtenidos a partir de material vegetal (brotes,
flores, semillas, hojas, ramas, corteza, madera, frutos y raices). Son compuestos naturales complejos.
Juegan un papel ecoldgico importante (Balandrin et al., 1985), ya que estin envueltos en las
interacciones entre las plantas, inhiben o estimulan la germinacion de otras especies vegetales, actiian
como aleloquimicos, también representan una defensa contra herbivoros, insectos, hongos y
patogenos. Pueden atraer a los insectos polinizadores, o incluso ser secretados como respuesta a

situaciones de stress.

El término “aceite esencial” se piensa que procede del nombre acuiado en el siglo XVI por el
médico suizo Paracelsus von Hohenheim. Se estima que se conocen unos 3000 de estos aceites, de los
cuales 300 son comercialmente importantes, destinados principalmente al mercado de los condimentos

y de los aromas.

Aunque las especias han sido utilizadas desde la antigiiedad por su perfume, sabor y propiedades
conservantes, de los aceites esenciales conocidos solo el aceite de trementina fue mencionado por los
historiadores griegos y romanos (Guenther, 1948). La destilacion como método de produccion de estos
aceites fue usada por primera vez en Egipto, India y Persia hace mas de 2000 afos y fue mejorado en
el siglo IX por los Arabes (Bauer et al., 2001). El primer escrito sobre destilacion de aceites esenciales
se atribuye a Villanova (ca. 1235-1311), un médico catalan. En el siglo XIII éstos se elaboraban en las
farmacias y sus efectos farmacoldgicos se describian en las farmacopeas, pero su uso no fue
generalizado en Europa hasta el siglo XVI. De acuerdo con el médico francés Du Chesne, en el siglo
XVII su preparacion era bien conocida y las farmacias generalmente producian de 15 4 20 aceites
diferentes. El uso del aceite del arbol del té, con fines médicos, ha sido documentado desde la
colonizacion de Australia a finales del siglo XVIII, aunque es probable que anteriormente ya fuera

usado por los nativos australianos (Carson y Riley, 1993).

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 in 1881 (Boyle, 1955). Sin embargo, en el
transcurso de los siglos XIX y XX su uso en medicina se volvid gradualmente secundario, para usarse

sobre todo por sus sabores y aromas (Guenther, 1948).
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El mayor uso de estos aceites en la Union Europea es en alimentos (condimentos), perfumes y
usos farmacéuticos (por sus propiedades funcionales). Su uso en aromaterapia constituye algo mas del
2% del mercado total (Van der Braak y Leijten, 1999). Sus componentes individuales se usan también
para dar sabor a los alimentos, ya sea extraidos de material vegetal o fabricados sintéticamente.

La destilacion del vapor es el método mas cominmente usado para producirlos comercialmente.
Son volatiles y por ese motivo, necesitan ser almacenados en recipientes herméticos en la oscuridad,

con el fin de prevenir cambios en su composicion.

Muchas publicaciones han ofrecido datos sobre la composicion de varios de estos aceites. El
analisis de su composicion detallada se ha conseguido mediante Cromatografia de Gases y
Espectrometro de Masas. Pueden contener mas de 60 componentes individuales. Los componentes
mayoritarios pueden suponer un 85% del aceite, mientras que otros componentes se encuentran soélo
en trazas. Los compuestos fenolicos son los principales responsables de la actividad antibacteriana de
estos aceites, mientras que hay algunas evidencias de que los componentes minoritarios tienen un
papel importante en la actividad antibacteriana, posiblemente produciendo un efecto sinérgico con

otros componentes.

Se obtienen fundamentalmente de las partes no lefiosas de la planta, en especial de las hojas,
mediante arrastre por vapor de agua o hidro-destilacion. Son una compleja mezcla, principalmente de
terpenoides, en particular monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15), y una variedad de compuestos
aromaticos, oxidos, éteres, alcoholes, ésteres, aldehidos y cetonas, que determinan el caracteristico
aroma y olor de la planta que lo produce (Batish et al., 2008). La presencia de monoterpenos volatiles
o de aceites esenciales en las plantas es una importante estrategia de defensa, especialmente contra
herbivoros, insectos perjudiciales u hongos patdogenos (Langenheim, 1994). Los terpenoides volatiles
también juegan un importante rol en las interacciones planta-planta y actian como atrayente de los
insectos polinizadores (Tholl, 2006). Los aceites esenciales han mostrado potencial como herbicidas.
Uno de los inconvenientes que presentan es que normalmente es necesario el empleo de surfactantes

para su aplicacion, y éstos estan limitados en la agricultura organica.

La composicion de los aceites de algunos tipos de plantas puede variar segun la época de la
cosecha y la situacion geografica. Generalmente, los procedentes de plantas cosechadas durante o
inmediatamente después de la floracion, poseen una mayor actividad antimicrobiana. La composicion
de los aceites de diferentes partes de una misma planta, también puede variar ampliamente (Burt,

2004).
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Hace ya tiempo que se reconoce que algunos de ellos tienen propiedades antimicrobianas, pero el
auge relativamente reciente del consumo ecoldgico ha provocado un renovado interés cientifico en
estas substancias (Nychas, 1995; Tuley de Silva, 1996). Estos aceites o sus componentes tienen,
ademas de propiedades antimicrobianas, propiedades antiviricas, antifingicas y propiedades
insecticidas. Estas caracteristicas estan posiblemente relacionadas con la funcion de estos compuestos
en las plantas (Guenther, 1948; Mahmoud y Croteau, 2002). También otros autores como El Bouzidi
et al. (2012) coincidieron en que poseen propiedades antibacterianas y antifingicas. La diversidad

estructural de los compuestos antifingicos es enorme y s6lo se conoce una pequefia parte de ellos.

Juegan un papel importante en los mecanismos de defensa del huésped contra fitopatdégenos. Se
ha demostrado que los aceites esenciales y sus compuestos tienen un efecto fungicida, son inocuos
para el medio ambiente, para los consumidores y para el control de enfermedades poscosecha.
Diversos autores han tratado la actividad antifungica de estos aceites y sus compuestos. Muller-Riebau
et al. (1995) evaluaron 9 aceites esenciales contra 4 especies de hongos fitopatogenos, mientras que
Wilson et al. (1997) evaluaron 49 aceites contra Botrytis cinerea. Daferera et al. (2003) probaron 8
aceites contra 2 especies de hongos. La actividad antiflingica 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 cinamico de la canela, el mentol de la
hierbabuena y el eugenol del clavo, presentan actividad antifungica. En otro estudio Velluti et al.
(2003) probaron los aceites de clavo, canela y orégano sobre Fusarium proliferatum, los cuales

inhibieron el crecimiento de este hongo.

Su actividad antifiingica no puede ser facilmente correlacionada con un componente individual,
sino con una mezcla de los compuestos presentes en ellos (Tzortkakis, 2008). 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 inactivacion, son aplicados juntos, se podria conseguir un mejor control microbiano, si
tienen lugar los efectos sinérgicos o aditivos. Sin embargo, si se da un efecto antagonista, la
efectividad de los compuestos antimicrobianos podria ser enormemente reducida (Lopez-Malo et al.,

2005).

Se ha determinado que la mayoria de los aceites esenciales inhiben el desarrollo de los hongos de

poscosecha en condiciones in vitro (Barrera y Garcia, 2008).
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1.2.2. El aceite esencial de Laurel.
El Laurel (Laurus nobilis L.) pertenece a la familia de las Lauraceas. Es una planta perenne de
porte arbustivo que suele medir unos 5 metros de altura (puede llegar a 10 m), originario del

Mediterraneo oriental y de Asia Menor.

Es un arbol de crecimiento muy lento y muy sensible a las heladas, de tronco recto y corteza
grisacea, con la copa densa. Las hojas son alternas, aromadticas, coriaceas, de 5-10 cm de largo,
oblongas-lanceoladas, puntiagudas en los dos extremos, con el haz verde oscuro brillante y el envés
algo mas claro (Figura 5). Sus hojas, ricas en aceites esenciales que le otorgan su caracteristico aroma,
pueden recolectarse durante todo el afio. Hay que tener presente que cuanto mas 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). Hay laureles macho, que no dan fruto, y hembra, que si producen. El fruto es una
drupa ovoidal pequena, que se vuelve negro-azulado al madurar. S6lo contiene una semilla, madura en
otofio y es muy aromatico. Este fruto contiene un 3% de aceite esencial volatil. Las flores y las hojas

lo contienen en un 4%.

Lam. 6.~ Laurus aobilis, Barcelona, cultivado: a) rama florda; b) flor masculing; ¢ estambre;
d) rama fructifera; ¢) flog femenina; 1) secaitn de flor femenina; g) fruto maduro,

Figura 5. Detalle de rama, hojas, flores y
frutos del laurel (Figura tomada de FLORA
IBERICA, 2014)
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El laurel, ademas de ser utilizado como especia en la cocina, tiene algunas propiedades como

carminativo, tonico del aparato digestivo y diurético (Torres, 2009).

Del laurel se utilizan prioritariamente sus hojas y, en menor medida, sus frutos en distintas
preparaciones tanto culinarias como farmacologicas. Las hojas se emplean frescas, secas u obteniendo
por destilacion el aceite de laurel. El aceite es el principio activo empleado en las soluciones
medicinales y esta 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 (REGION DE

MURCIA DIGITAL, 2014).

El aceite esencial de laurel presenta un alto porcentaje de componentes oxigenados, como 1,8
cineol (eucaliptol), alpha-terpinenylacetate, bornyl acetate y linalyl acetate. Ademas, los hidrocarburos
también suponen una parte importante de su composicion. De Corato et al. (2010) han demostrado la

actividad de este aceite frente a Monilia laxa y Botrytis cinerea.

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 et al., 2009),
Turquia (Ozcan et al., 2005; Dadalioglu et al., 2004; Kilic et al., 2005), China (Zheng-kui et al.,
1990), Tanez (Bouzouita et al., 2001), Croacia-Serbia (Politeo et al., 2007; Simic et al., 2004) ¢ Italia
(Flamini et al., 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 Antakya, Iran (Verdian-Rizi, 2009), seguido de acetato de o-terpinilo y a-terpineol,
mientras que en el aceite esencial proveniente de Marruecos, los mayores porcentajes después de 1,8-
cineol fueron para acetato de a-terpinilo y limoneno. Los componente 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.

1.2.3. El aceite esencial de Canela.
La canela es una de las especias mas utilizadas desde la antigiiedad. Se obtiene de un arbol, el

canelo, nativo de Sri Lanka y Asia tropical, de hasta 20 m de altura.

Se usan sus hojas y corteza. Es de corteza gruesa, de color palido y de hojas brillantes, coriaceas,

alargadas y aromaticas (Figura 6). Las flores son hermafroditas, aparecen agrupadas y florecen de
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mayo a junio. Dan frutos de color morado. La canela habita en climas calidos y templados, carentes de
inviernos frios. Esta asociada a la selva tropical y a los bosques de encinas y pinos de las zonas
calidas, y se cultiva también en Brasil, Birmania, India, Indonesia e islas del océano Pacifico. El

mayor productor contintia siendo Sri Lanka, seguido de las Islas Seychelles.

Figura 6. Detalle de rama, hojas, flores y frutos de la canela
(Figura tomada de PURDUE UNIVERSITY, 2012)

La canela de buena calidad es la segunda corteza del arbol que se enrolla a mano, prensando
juntos sus bordes, lo que le da aspecto de pequefia cafia. La operacion 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 retofnos. 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, actiia 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 putrefaccion de la carne
(Torres, 2009).
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Es una especia ampliamente utilizada y tiene muchas aplicaciones como condimentos, en

perfumeria y en la industria farmacéutica (Singh et al., 2007).

El aceite esencial de las ramas de la canela puede contener un alto porcentaje de cinamaldehido
(Lopez et al., 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 et al., 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 et al., 2004). Una formulacion usando estos componentes puede ser aplicada
como pesticida, pero sin los efectos nocivos para la salud de muchos insecticidas, con el afadido 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.

Algunos estudios han mostrado que el aceite esencial de canela tiene una elevada actividad
fungicida frente a Fusarium moniliformae (Paran et al., 1996). Los compuestos cinamaldehido, linalol,
eugenol y 1,8 cineol se han comportado como componentes activos en la inhibicion del crecimiento de
Monilia, Botrytis y Mucor (Goubran y Holmes, 1993). Helander et al. (1995) han propuesto que
cinamaldehido y eugenol inhiben la produccion por parte de las bacterias de una enzima esencial y/o
causan dafo a las paredes de las células de las bacterias.

Mas recientemente, muchos estudios han demostrado que ciertos compuestos oxigenados como
citral, geraniol, eugenol y Z-cinamaldehido, tienen mejores propiedades antifungicas que otros

componentes comunes (Lee et al., 2005).

Recientemente (Sumalan et al., 2013) han mostrado que su actividad antifingica 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 antifingicos en productos con un sabor compatible, como son los

productos de panaderia, donde los hongos son el campo de batalla mas comun (Tzortkakis, 2008).
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 antifiingicos (De Assis et al., 2011).

Debido al polimorfismo quimico de los aceites de diferentes procedencias, asi como la

variabilidad observada dentro de y entre las especies de Fusarium sp. del arroz, maiz y azicar de cafia
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(Hsuan et al., 2010), es fundamental conocer la composicion quimica de las muestras utilizadas y

realizar el aislamiento de las cepas fitopatogenas.

Ademas, los frutos tratados con vapor de aceite de canela (fresa y tomate), mantienen bajos los

niveles de pudricion del fruto, comparados con frutos no tratados (Tzortkakis, 2007).
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2. OBJETIVOS

El presente trabajo se enmarca dentro de la Linea de investigacion del Departamento de
Ecosistemas Agroforestales de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondémica y del Medio
Natural de la Universidad Politécnica de Valencia, formando parte del Programa de Apoyo a la
Investigacion y Desarrollo (PAID-05-10) de esta Universidad. En este amplio proyecto se llevan a
cabo diversos trabajos relacionados con la capacidad antifungica de los aceites esenciales frente a

distintos patdgenos de cultivos agricolas, asi como productos de poscosecha.

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la capacidad antifungica de los aceites esenciales de
Canela (Cinnamomum zeylanicum) y Laurel (Laurus nobilis) frente a Fusarium oxysporum, causante
de la fusariosis vascular y podredumbre de cuello y raices en distintos cultivos, con el fin de obtener
sustancias potencialmente ecoldgicas para la gestion sostenible de productos alimenticios tanto en

campo como almacenados.
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3.1. MATERIALES.
3.1.1. Hongo.

El hongo utilizado Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Saccardo) Snyder and Hansen fue
aislado de tomate y suministrado por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT 2715). Las
muestras de este hongo fueron mantenidas en el Laboratorio de Botanica del Departamento de

Ecosistemas Agroforestales.

3.1.2. Aceites esenciales.

El aceite esencial de Laurel salvaje (Laurus nobilis L.) extraido de hojas (Lote: 719B032807) y el
aceite esencial de Canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) de las ramas (Lote: 842A052810), fueron
suministrados por la casa comercial ESENTIAL’AROMS y extraidos de manera natural a partir de la
primera prension en frio. La recoleccion se realizd en el momento preciso y la extraccion por

destilacion por arrastre de vapor, obteniéndose un aceite 100% natural.

3.1.3. Aparatos y material de laboratorio.
— Agitador orbital SELECTA ROTABIT
— 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
— Camara fotografica digital NIKON E885
— Camaras frigorificas
— Cromatografo de gases
— Material fungible usado en el laboratorio de Botanica (pipetas, placas petri, asas de siembra,

sacabocados, matraz erlenmeyer, mechero gas...)

3.2. METODOS.
3.2.1. lIdentificacion de los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales de las
muestras comerciales.

La identificacion de los compuestos presentes en los aceites esenciales de canela y laurel se
realiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas, mediante la
incorporacion de su espectro de masas con la base de datos disponible en el cromatdgrafo de gases-

masas y la comparacion del indice de Kovats de cada compuesto con el descrito en la bibliografia.
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Asimismo, se ha comprobado la identificacion de algunos compuestos con la utilizacion de
compuestos comerciales como patrones.
Las condiciones del Cromatografo de Gases son:
Volumen de inyeccion: 1uL. Split, Split-ratio- 30:1. Flujo del gas portador: 1 mL/min. Column:
HP-5MS UI (agilent); 30 m x 250um x 0,25um; T* 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.

3.2.2. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo son la base fundamental para un estudio que requiera el uso de
microorganismos, al permitir el crecimiento de los mismos en condiciones controladas y poder
mantenerlos en estado puro.

En este estudio el medio de cultivo utilizado fue Agar Dextrosa Patata (PDA) que tiene la

siguiente composicion:

Infusion de patata 200,0 g/1
Dextrosa 20,0 g/l
Agar 17,0 g/l
Agua destilada 1000 ml

3.2.3. Bioensayos de la actividad de los aceites esenciales.
El aceite esencial fue disuelto, mezclado y homogeneizado por agitaciéon en matraces con medio
de cultivo PDA/Tween 20, 0,1% previamente esterilizado a 45-50°C, cuando atn esta liquido, se

adiciono a la concentracion de 300 pg/mL, y se repartid en capsulas Petri de 90x15 mm.

Las placas Petri fueron inoculadas con un disco de 8 mm de didmetro de una colonia de 7 dias del
hongo en crecimiento activo en PDA. Las placas fueron incubadas en la oscuridad a 25 °C durante 7
dias. Las placas Petri control contenian las mismas cantidades de agua esterilizada/Tween 20, 0,1% en
PDA. El crecimiento fingico fue evaluado midiendo diariamente el diametro de la colonia en dos
direcciones perpendiculares y se calculd la velocidad de crecimiento. Para cada aceite esencial y

hongo, se usaron seis placas Petri idénticas.

3.2.4. Calculo de la Inhibicion del Crecimiento Miceliar (MGI)

La inhibicion del crecimiento miceliar se calculd el dia 7, usando la siguiente formula
(Albuquerque et al., 2006):

MGI = [(DC-DO)/DC] x 100
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Donde DC es la media del didmetro de las colonias en placas no tratadas con aceite, DO es la

media del diametro de las colonias en placas tratadas con aceite esencial, ambos a dia 7.

3.2.5. Anélisis estadistico.

El analisis de los datos se realizé usando el programa StatGraphics Plus 5.0 (STAT POINT, INC.,
HERNDON, VIRGINIA, USA). Los resultados de crecimiento miceliar fueron sometidos al analisis
de la varianza (ANOVA) con valores de significacion de P<0,01.

También se representan los intervalos LSD de comparacion de medias para el factor esencia.
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4.1. Composicién quimica de los aceites esenciales de canela y laurel.

Los aceites esenciales de canela y laurel (Tabla 1) contienen un alto porcentaje de componentes
oxigenados que incluyen epoxidos, ésteres, alcoholes y cetonas.

La identificacion de la composicion de estos aceites esenciales se realizd en colaboracion con el
Departamento de Quimica de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronomica y del Medio
Natural, con la profesora Isidora Sanz-Berzosa.

En la Tabla 1 se muestran los componentes mayoritarios de los aceites de canela y laurel

utilizados en el presente trabajo.

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

Klgy | COMPUESTO CANELA (%) LAUREL (%)
1273 | 2-propenal, 3-phenyl 1,999

1362 | eugenol 60,403

1420 | beta-caryophyllene 1,913

1447 | cinnamylacetate 5,567

1538 | eugenylacetate 18,33

939 alpha pinene 3,95
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-terpinenylacetate 12,917
1409 | methyleugenol 3,803

(1) KI: Indice de Kovats en relacion con n-alkanes (Cs-Cs).

En la composicion del aceite de laurel encontramos que el 78,8% corresponde a compuestos
oxigenados, siendo el eucaliptol (1,8 cineole) y el ester alpha-terpinenylacetate los mayoritarios en un
porcentaje del 51% el primero y del 13% el segundo; Otros componentes minoritarios son los ésteres
bornyl acetate (0,5%) y linalyl acetate (0,25%). Los hidrocarburos (monoterpenos y sesquiterpenos)

suponen el 18% de su composicion (Sanz-Berzosa et al., 2013).

En el aceite esencial de canela los compuestos oxigenados representan el 92%. El eugenol es el
mayoritario con un 60% aproximadamente, seguido de los ésteres eugenyl acetate y cinnamyl acetate
con el 18,3% y 5,6% respectivamente, mientras que los hidrocarburos representan so6lo el 5%. De ellos
estan en mayor proporcion el beta-caryophyllene (1,9%) y otros compuestos minoritarios: limonene

(1%), el alpha pinene (0,8%), el p-cymene (0,7%) y el alpha-caryophyllene (0,4%).
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4.2. Efecto de los aceites esenciales de canela y laurel en el crecimiento de

Fusarium oxysporum.

En la Figura 7 se muestra el crecimiento radial en mm de Fusarium oxysporum en los distintos
medios ensayados en el presente trabajo. En este grafico se observa que las rectas de crecimiento del
hongo en medio PDA (control) y en PDA-laurel, presentan una pendiente similar. Asimismo, se
observo que a los 7 dias de incubacion, el crecimiento de F. 0xysporum en aceite esencial de laurel fue

similar a los valores de control.

En cambio, el crecimiento del hongo en medio PDA-canela comenzo a partir del segundo dia de
ensayo, siendo los valores presentados a partir de ese dia, inferiores respecto al crecimiento del hongo

en PDA.
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Figura 7. Crecimiento de F. oxysporum en medio PDA, en medio PDA-laurel y en medio PDA-
Canela.

El crecimiento de Fusarium oxysporum en medio PDA es rapido, ocupando las colonias toda la
superficie de la placa tras 7 dias de incubacion, presentando en este medio una coloracion algo rosacea
(Figuras 7y 8).

Al anadir los aceites esenciales al medio de cultivo, se observa, ademas de disminuir el
crecimiento del hongo (en el caso del aceite de canela), que hay un cambio en la forma, color y textura

de la colonia (Figura 8).
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Colonia de F. oxysporum en PDA (izq.) y PDA-Canela (dcha.) a los 7 dias de inoculacion

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

Figura 8. Colonia de Fusarium oxysporum crecida en medio PDA y PDA-aceite de Canela y
colonia de F. oxysporum crecida en medio PDA y PDA-aceite de Laurel a los 7 dias de inocular

los discos.

La velocidad de crecimiento (Figura 9) del hongo Fusarium oxysporum fue de 5,75 mm/dia
cuando creci6 en PDA, y cuando se adicion6 aceite esencial de laurel fue de 5,22 mm/dia. Esto nos

indica que este aceite a la dosis ensayada (300 pg/mL) no afecta al crecimiento del hongo.

Por otro lado, cuando se afiadi6 aceite esencial de canela, la velocidad de crecimiento se redujo a
2,44 mm/dia. Con lo anterior, vemos que el aceite esencial de canela tuvo un efecto significativo sobre
el crecimiento de F. oxysporum, puesto que fue capaz de reducir su velocidad de crecimiento hasta un
60%. Resultados similares obtuvieron Barrera y Garcia (2008), donde el aceite esencial de canela
disminuy0 la tasa de crecimiento de Fusarium sp. de 6,75 mm/dia (valor de control, en medio PDA) a
2,76 mm/dia a la concentracion de 300 pg/mL, es decir, logrando una reducciéon de la tasa de

crecimiento del hongo del 59%. Por otro lado, Santamarina et al. (2014) observaron, al afiadir los
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aceites esenciales de canela, clavo y orégano, una reduccion del crecimiento de Fusarium culmorum y

Fusarium verticillioides de entre el 90% y casi el 100%.
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Figura 9. Velocidad de crecimiento de F. oxysporum en medio PDA, PDA-Canela y medio

PDA-Laurel.

En el grafico de crecimiento medio diario (Figura 10) de Fusarium oxysporum a lo largo de los 7

dias de incubacion en cada uno de los medios de cultivo, observamos que al adicionar aceite esencial

de canela, la reduccion del crecimiento es maxima al primer dia (100%), al no mostrar el hongo

desarrollo alguno. A partir del dia 2, el porcentaje de reduccion varia entre un 59% y un 66%,

incrementandose ligeramente entre los dias 2 y 4, con valores del 62% y del 66%, respectivamente. A

partir del dia 5 se produce una leve disminucion de estos valores, dia 5 un 63%, dia 6 un 60% y el dia

7 un 59%.

Por otro lado, en el caso del medio PDA-laurel, observamos que el porcentaje de reduccion del

crecimiento de F. oxysporum es algo mas variable, ya que el dia 1 alcanza el 24% (valor maximo), los

dias 2 y 3 baja a un 14%, subiendo de nuevo el dia 4 al 24% también y bajando por Gltimo en los dias

547, con valores entre el 11 y el 12%.
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Figura 10. Crecimiento medio diario de F. oxysporum en medio PDA, en medio PDA-Canela y
en medio PDA-Laurel.

El hongo en aceite esencial de laurel mostr6é un crecimiento similar al crecido en PDA, siendo el
crecimiento medio radial a dia 7 de 41,63 mm en medio PDA y de 36,70 mm cuando se afiadio aceite
de laurel (Figura 10). En cambio, De Corato et al. (2010) si que observaron el efecto inhibitorio y
fungistatico del laurel. Concentraciones de 200 ug/mL inhibieron totalmente el crecimiento miceliar

de Monilinia laxa y a dosis mas elevadas, 1000 ug/mL, el de Botrytis cinerea.

En el caso del aceite esencial de canela, el crecimiento medio radial a dia 7 fue de 17,19 mm,
valor mucho menor comparado con el control (41,63 mm). Resultados similares fueron obtenidos por
Barrera y Garcia (2008), que en Fusarium sp., el aceite de canela presentd un valor de crecimiento

miceliar de 19 mm, valor mucho menor que el de control (50 mm) a la concentracion de 300 pg/mL.

Los resultados indican que la actividad antifiingica del aceite esencial de canela puede estar
relacionada con el alto contenido en fenoles, concretamente eugenol, tal como indican otros autores
(Yenjit et al., 2010; Dambolena et al., 2012). El aceite esencial de canela, con eugenol como principal
componente, mostro mayor actividad que el eugenol puro, lo que sugiere que otros componentes del
aceite esencial pueden interactuar de un modo sinérgico o aditivo acelerando sus efectos antifungicos

(De Assis et al., 2011).
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4.3. Efecto de los aceites esenciales de canela y laurel en la inhibicion del

crecimiento miceliar (MGI) de Fusarium oxysporum.

La inhibicion del crecimiento miceliar (MGI), calculada segun la formula de Albuquerque et al.,
2006, junto con el estudio de la velocidad de crecimiento, son dos indices que aportan similar
informacién y ambos han sido utilizados para estudiar el efecto que produce en la evolucion del hongo
la adicion de aceites esenciales a una determinada dosis. Asi, autores como De Corato et al. (2010) y
Tian et al. (2011) han utilizado en sus investigaciones el indice MGI. En este trabajo se han utilizado
ambos indices, resultando valores similares. En el caso del aceite esencial de laurel, el MGI (Figura
10), calculado a dia 7, ha sido del 12%, mientras que el calculo del porcentaje de reduccion de la
velocidad de crecimiento es del 9%. En el aceite de canela es donde ambos indices son muy similares.

Asi, el MGI fue del 59% a dia 7 y la velocidad de crecimiento se redujo casi el 60%.

4.4. Andlisis estadistico.

El analisis de la varianza del factor esencia sobre el crecimiento del hongo, indica que este factor
tiene una influencia estadisticamente significativa sobre el crecimiento medio de Fusarium oxysporum

(Tabla 2), ya que el P-valor es menor de 0,05.

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

Siendo: GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio; F-ratio: F-Snedecor.

*Significativo P<0,05
Factor GL CM F-ratio P-valor*
e 2 3472,39 39,03 0,0000

Se han representado los intervalos LSD de comparacidén de medias para los diferentes niveles del
factor esencia en la Figura 11. Este grafico nos indica que existen diferencias significativas (P<0,05)
en las medias de crecimiento del hongo entre el aceite esencial de canela y el PDA (control). Sin
embargo, no existen diferencias significativas, a la dosis ensayada, entre el crecimiento medio en

laurel y en PDA.
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Figura 11. Intervalos LSD de comparacion de medias para los diferentes
niveles de factor esencia en Fusarium oxysporum.
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El aceite esencial de canela contiene un 92% de compuestos oxigenados, siendo el eugenol el
mayoritario con un 60% aproximadamente, seguido del éster eugenylacetate (18,3%). Los

hidrocarburos suponen el 5% de su composicion.

El aceite esencial de laurel presenta un 78,8% de compuestos oxigenados, siendo los
mayoritarios el eucaliptol (51%) y el éster alpha-terpinenylacetate (13%). Los hidrocarburos

se encuentran en un 18%.

La velocidad de crecimiento de Fusarium oxysporum en medio PDA (control) fue de 5,75
mm/dia. Al adicionar al medio de cultivo los aceites de laurel y canela, el crecimiento del

hongo fue de 5,22 mm/dia en el caso del laurel y de 2,44 mm/dia en el de canela.

A la dosis ensayada (300 pg/mL), el aceite esencial de laurel reduce la velocidad de
crecimiento de F. oxysporum un 9%. Sin embargo, con el aceite esencial de canela se logro

reducir el crecimiento hasta un 60%.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento miceliar (MGI) de F. oxysporum, calculado a dia
7, fue del 12% cuando se anadi6 el aceite de laurel al medio y del 59% en el caso del aceite de

canela.

El analisis estadistico de la varianza (ANOVA) pone de manifiesto que el factor esencia tiene

influencia significativa (P<0,05) sobre el crecimiento medio de Fusarium oxysporum.

El estudio de los intervalos LSD de comparacion de medias para los diferentes niveles del
factor esencia indican que existen diferencias significativas (P<0,05) en las medias de
crecimiento del hongo entre el aceite esencial de canela y el control (PDA). Sin embargo, no
existen diferencias significativas, a la dosis ensayada, entre el crecimiento medio en laurel y el

control.

Como conclusion final podemos decir que los aceites esenciales, sobre todo el aceite de
canela, podria ser una alternativa de aplicacion practica y de biocontrol, tanto en campo como

en productos almacenados, para el control de Fusarium oxysporum.
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ANEXOS

- ANEXO 1: ROSELLO, J.; GIGANTE, A.M.; SANTAMARINA, M.P. (2014). Potencial de
los aceites comerciales de Laurel y Canela en el control de Fusarium oxysporum. Phytoma
Espafia. 254, 70-72.

Se incluye en el Anexo 1: Portada de la revista Phytoma Espafa (254), la primera pagina de la

revista y el citado articulo.
- ANEXO 2: ROSELLO, J.; GIGANTE, A.M.; SANTAMARINA, M.P. (2014). Potencial de
los aceites comerciales de Laurel y Canela en el control de Fusarium oxysporum (Poster). 36*

Jornadas de Productos Fitosanitarios (2014). Barcelona.

Se incluye en el Anexo 2: Poster y caratula de las 36™ Jornadas de Productos Fitosanitarios

(Barcelona, 2014).
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