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RESUMEN

Los aceites esenciales se vienen aplicando como una gran estrategia para el control fangico en cultivos
agricolas ya que no producen dafios perjudiciales al hombre ni al ambiente. Con estos antecedentes se
realizd una experiencia con el objetivo de evaluar el efecto antifingico del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Blume (Lauraceae) “canela” sobre el crecimiento micelial de Rhizoctonia solani J.G. Kiihn. Se
preparo el medio de cultivo agar papa dextrosa y los medios envenenados, con aceite esencial, a 100, 200 y
400 ppm. Los resultados fueron analizados observando su velocidad de crecimiento, el porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial y su actividad fungistatica. Se obtuvo un porcentaje de inhibicion de 4.6%,
14% y 66.74% para los tratamientos 100, 200 y 400 ppm respectivamente. Se concluye que el aceite
esencial de la corteza de C. zeylanicum B. posee efecto antifingico contra R. solani.
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ABSTRACT

Essential oils are being applied as a great strategy for fungal control in agricultural crops, since they do
not cause harmful damage to humans or the environment. With this background, an experience was carried
out with the objective of evaluating the antifungal effect of the essential oil of Cinnamomum zeylanicum
Blume (Lauraceae) "cinnamon™ on the mycelial growth of Rhizoctonia solani J.G. Kihn. The potato dextrose
agar culture medium and the poisoned media were prepared with essential oil at 100, 200 and 400 ppm. The
results were analyzed by observing their growth rate, the percentage of inhibition of mycelial growth and their
phytotoxic activity. An inhibition percentage of 4.6%, 14% and 66.74% was obtained for treatments 100, 200
and 400 ppm respectively. It is concluded that the essential oil of the bark of C. zeylanicum has antifungal
effect against R. solani.
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INTRODUCCION

Se ha demostrado que una gran variedad de plantas contiene compuestos naturales, los cuales
presentan actividad antioxidante, anticancerigena, asi como antimicrobiana, entre otras (Shan et
al.., 2005; Wojdylo et al., 2007). Debido a la problemética que presenta el uso indiscriminado de
los fungicidas sintéticos, es necesario desarrollar alternativas naturales para el control de
enfermedades. Una de estas estrategias es el uso de extractos vegetales o de aceites esenciales.
Ademas, estos poseen origen bioldgico, son biodegradables y manifiestan un minimo impacto
(negativo) sobre la salud humana y el ambiente (Bravo et al., 2000).
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Cinnamomum zeylanicum Blume “canela” pertenece a la familia Lauraceae, es un pequefo
arbol que alcanza entre 3 y 10 m. de altura; su tronco suele llegar a los 50cm de diametro; estan
recubiertas por dos cortezas: una de color blanco amarillento y otra mas esponjosa e
intensamente aromatica. (Arango, 2007). Esta planta es originaria de Ceilan y suroeste de la India.
(Moura et al., 2012).

Los principales componentes del aceite esencial (0,5-2%) de la corteza de canela son: aldehido
cindmico (50-80%), eugenol (9- 10%), safrol (0-11%), linalol (10-15%), contiene otros
fenilpropanoides (aldehido hidroxicinamico, aldehido o-metoxicindmico, alcohol cindmico y su
acetato) y terpenos (limoneno y a-terpineol). (Kuklinski, 2003). Segun sus variedades, aunque
poseen los mismos aceites esenciales, presentan concentraciones diferentes. Ensayos realizados
en cinco especies de “canela”, Cinnamomum cassia, Cinnamomum zeylanicum, Cinnamomum
tamal, Cinnamomun burmannii y Cinnamomm pauciflorum para determinar el contenido de
cinamaldehido y eugenol, se encontré que la C. cassia y C. zeylanicum tenian la mayor cantidad
de cinamaldehido y C. zeylanicum, C. burmannii y C. pauciflorum eran ricas en eugenol (Wang y
Yang, 2009).

Rhizoctonia solani es un hongo basidiomiceto reconocido como uno de los patégenos mas
importantes de plantas. Asexualmente forma sus primeras estructuras como un micelio vegetativo
y/o esclerocios. Usualmente se le conoce como un organismo estéril, debido a que durante
muchos afios se pensd que era incapaz de producir algun tipo de espora, ya fuera sexual o
asexual. Las condiciones Optimas para su desarrollo son suelos moderadamente hiumedos y
temperaturas de 15 a 18°C, aunque algunas razas incrementan su actividad a temperaturas
mayores que 35°C (Agrios, 2004; Garcia, 2008). Este fitopatdbgeno es atraido a la planta
mediante estimulantes quimicos que se liberan por la actividad de crecimiento de las células de la
planta y/o por la descomposicién de residuos de la misma; luego de la atraccién quimica, las hifas
del hongo se adhieren a la superficie externa de la planta, en donde contintda creciendo hasta
entrar en el tejido vegetal, logrando penetrar en las células para producir asi una infeccion en la
planta (Garcia, 2008). Entre las enfermedades méas comunes causadas por este fitopatégeno esta
el llamado “damping-off’ o caida de las plantulas, como consecuencia del estrangulamiento y
necrosis del tallo a nivel del cuello en plantulas recién emergidas. (Cedefio et al., 2001).

Para el control de este hongo en muchos paises se aplican diversos fungicidas de accion
protectora (como los del grupo de las carboxamidas) (Almandoz et al., 2000; Murillo et al., 2013).
Debido al impacto negativo que provocan los fungicidas quimicos tanto en la biodiversidad de los
agroecosistemas y en la salud publica; se encamina a la blsqueda y desarrollo de sustancias
naturales con actividad antibiotica, como alternativas ecolégicas (Herndndez et al., 2010). Asi
tenemos a Bosquez et al. (2009), que determinaron el efecto inhibitorio de extractos acuosos de
clavo y canela a concentraciones de 5% y 10%, sobre el 100% del crecimiento micelial de
Fusariun oxysporum, R. solani y Verticillium dahliae, hasta 72 horas de incubacion.

Analizado lo expuesto, el trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto antifingico del aceite
esencial de C. zeylanicum sobre el crecimiento micelial de R. solani, ademas se evalud la
velocidad de crecimiento, el porcentaje de inhibicion y efecto fungistatico del aceite esencial a
concentraciones de 100, 200 y 400 ppm.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion del material vegetal.

La corteza seca de C. zeylanicum fue adquirida en el mercado La Hermelinda del distrito de
Trujillo, luego fue transportada en bolsa de plastico y rotulada para su posterior andlisis.

Obtencién y siembra de Rhizoctonia solani.

R. solani fue proporcionado en un monocultivo procedente del laboratorio de Fitopatologia.
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Luego se procedié a activar el hongo, inoculandolo en placas Petri que contenian el medio
papa-dextrosa-agar (PDA). Finalmente las placas Petri se incubaron por siete dias a 25 © C hasta
el desarrollo de las colonias. (Fig. 1)
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Fig. 1. Rhizoctonia solani obtenida de monocultivo vista en microscopio a 400x.
Extraccion del aceite esencial de la corteza de canela.

El aceite esencial de canela se obtuvo por arrastre de vapor a partir de 1kg de la corteza de
canela seca del cual se obtuvo 6 ml de aceite esencial. Se desarrollé la técnica propuesta por
Peredo-Luna et al. (2009).

Preparacion de los medios envenenados y siembra.

Para ello se prepar6 100 ml de PDA en tres matraces, luego se esteriliz6 en autoclave a 30 min
por 1 atm. Al PDA tibio y esterilizado se agreg6 el aceite esencial, esterilizado por filtracion, en
diferentes concentraciones, las cuales fueron 100, 200 y 400 ppm, luego se vertié en placas Petri.
Se realiz6 la siembra del patégeno por puntura en cada placa, luego las placas se incubaron a 25
°C y se evalué por cuatro dias.

Evaluacién del crecimiento micelial.

El crecimiento micelial (radio de la colonia) se midié utilizando una regla (cm). Se consider6
tres repeticiones para cada tratamiento del aceite esencial. La placa Petri control solo tenia PDA y
la evaluacion terminé cuando el micelio del hongo alcanzé el borde de la misma.

Célculo del porcentaje de inhibicidon y curva de crecimiento.

Se calculé el porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial del hongo segun cada
tratamiento, con respecto al control utilizado, el cual se consideré como el 100% de crecimiento
micelial (cm), mediante la siguiente formula:

(CM control—CM tratamiento)
CM control

% Inhinicién micelial (%IM) = x 100

La curva de crecimiento se elaboré con los datos diarios al medir el radio de la colonia.

Sagasteguiana 3(2): Julio — Diciembre 139



Juarez: Efecto antifingico del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum sobre el crecimiento de Rhizoctonia solani

Andlisis y tratamiento estadistico.

Se utilizé un disefio estadistico completamente aleatorizado (D.E.C.A.) ajustado a un disefio
experimental de estimulo creciente de tres concentraciones del aceite esencial de canela,
considerando ademas un control (cuatro tratamientos). Los datos obtenidos fueron promediados,
se hallé la desviacién estandar y fueron sometidos a ANOVA (Analisis de varianza) y Prueba de
Comparacion de medias de Tukey, para determinar si hubo diferencia significativa entre los
tratamientos.

RESULTADOS

Se muestra el efecto antifingico del aceite esencial de C. zeylanicum sobre el crecimiento
micelial (cm) de R. solani en los diferentes tratamientos durante los 4 dias de evaluacion (Fig. 3)
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Fig. 3. Velocidad de crecimiento micelial (cm) de R. solani ante el efecto antifungico del
aceite esencial de C. zeylanicum.

En la Fig. 3 se muestra la velocidad del crecimiento micelial (cm) de R. solani de los diferentes
tratamientos en los 4 dias evaluados, en los que se observa una disminucion, conforme aumenta
la concentracion (ppm) de los tratamientos. Con una disminucion de 2.57 cm en el crecimiento
micelial, el Tratamiento 4 con concentracion de 400 ppm del aceite esencial de C., es el que
presenta mayor disminucién del crecimiento micelial de R. solani.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de R. solani en los
diferentes tratamientos con aceite esencial de C. zeylanicum a los
cuatro dias de evaluacion.

Tratamiento Porcentaje de inhibicion
100 ppm 4.6
200 ppm 14.00
400 ppm 66.74
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En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de R. solani, donde
se observa que el Tratamiento con 100 ppm es el que obtuvo el menor porcentaje de inhibicién
con 4.6. En el Tratamiento de 200 ppm se observa un aumento del porcentaje de inhibicion de 9.4
con respecto al Tratamiento de 100 ppm. El Tratamiento de 400 ppm en comparaciéon con el
Tratamiento de 100 ppm y de 200 ppm obtuvo un aumento de 62.14 y 52.74 respectivamente en
el porcentaje de inhibicién.
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Fig. 4. Efecto fungistatico del aceite esencial de C. zeylanicum sobre el crecimiento
micelial (cm) de R. solani en los diferentes tratamientos durante los tres dias de
evaluacion.

Inoculados los micelios de los cuatro tratamientos evaluados en PDA sin aceite esencial , se
observa que la placa control, el Tratamiento 2 (100 ppm) y el Tratamiento 3 (200 ppm) evidencian
un crecimiento micelial muy similar, a contrario del Tratamiento 4 (400 ppm), el cual muestra un
crecimiento rapido en los tres dias de evaluacion. Esta cualidad demuestra que el aceite esencial
de C. zeylanicum “posee actividad fungistatica, es decir, solo inhibe el crecimiento de R. solani

Tabla 2. Andlisis de varianza (ANOVA) y Prueba de
Comparacion de medias de Tukey.

ANOVA TUKEY
Valor - P Contraste Si
g.

0.0000 1-2 *
0.0000 1-3 *
0.0000 1-4 *
0.0000 2-3 *
0.0000 2-4 *
0.0000 3-4 *

* Indica una diferencia significativa.

En la Tabla 2 se muestra el andlisis de varianza (ANOVA), donde el valor-P es menor que 0.05
afirmando que al menos un tratamiento tiene efecto antifingico sobre R. solani, con un nivel del
95% de confianza. Para la prueba de comparacion de medias de Tukey, se observa que todos los
tratamientos tienen diferencia significativa una de otra con un nivel de confianza del 95%

DISCUSION

La velocidad de crecimiento micelial (cm) de R. solani observada en la Fig. 3 muestra que el
aceite esencial de canela ha logrado una disminucién significativa en el crecimiento del micelio del
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hongo. Esta propiedad del aceite esencial de canela fue reportada previamente por Tzortzakis
(2009), que logré inhibir el crecimiento de la colonia de dos especies del género Colletotrichum vy
una del género Rhizopus que afectan frutos en postcosecha, asi como la produccion de esporas
de una especie del genero Botrytis y otra del género Aspergillus.

Asi también se evidencia que el mayor porcentaje de inhibicion (66.74 %) del aceite esencial de
canela se obtuvo a 400 ppm, mostrando que no se requiere de altas concentraciones para su
efecto antifiingico. Bosquez et al. (2009), reportaron este mismo resultado, donde se evidencia el
efecto inhibitorio de extractos acuosos de clavo y canela a concentraciones de 5% y 10%, sobre el
100% del crecimiento micelial de Fusariun oxysporum, R. solani y Verticillium dahliae, hasta 72
horas de incubacion.

Es probable que el efecto sea semejante cuando actla frente a bacterias. Algunos autores
destacan que el efecto antimicrobiano del aceite esencial de canela depende de su hidrofobocidad
y la particién en la membrana plasmatica microbiana. Los iones especificos al entrar en contacto
con la membrana plasméatica microbiana crean un gran efecto en la fuerza motriz de protones,
contenido de ATP intracelular y la actividad microbiana general de células, incluyendo control de la
presion de turgencia, el transporte de solutos y la regulaciéon del metabolismo (Lanciotti et al.,
2004). Otros autores también reportaron la efectividad de las aplicaciones de extractos de canela
por medio de inmersidn o aspersion afirmando que los compuestos hidrofobicos presentes en los
extractos se unen a los compuestos hidrofébicos celulares afectando la actividad de las
membranas celulares (Avila et al.., 2012).

Entonces, el efecto antifungico de los extractos de plantas esté relacionada con su composicion
guimica. Los componentes principales del aceite esencial de la corteza de canela son el aldehido
cinamico (50-80%), eugenol (9- 10%), safrol (0-11%) y linalol (10-15%) (Kuklinski, 2003). Se han
identificado que los agentes activos contra Rhizoctonia sp son principalmente el aldehido cinamico
y el eugenol (Garcia et al., 2006). El aldehido cinamico que es el compuesto en mayor
concentracion, contiene un grupo aldehido y el doble enlace conjugado fuera el anillo. Este
compuesto es uno de los que tiene mucha fuerza con respecto a la actividad antifingica (Wang et
al., 2009) y puede ser un compuesto lider para el desarrollo de medicamentos antifiingicos. (Bang
et al., 2000).

También se ha determinado que algunos aceites esenciales sélo retrasan inicialmente el
desarrollo del micelio del hongo y posteriormente tienen un dafio similar o mayor al testigo (T1), a
esto se interpreta como efecto fungistatico. Un fungistatico actla inhibiendo la sintesis de varias
enzimas a nivel de la célula fungica, estas enzimas son determinantes en el desarrollo metabdlico
del hongo, por lo tanto al inhibir su metabolismo se esta inhibiendo su crecimiento y proliferacion
(Vives y Medvedovsky, 2004). En la Fig. 4 se evidencia el efecto fungistatico dado al elevado
crecimiento del hongo y la rapidez con que se multiplica en condiciones climaticas favorables.
Este efecto fungistatico también lo demuestra Garcia et al. (2006), al enfrentar el aceite esencial
de canela contra la produccion de aflatoxina por Aspergillus flavus en nuez pecanera, donde a
partir de la dosis minima probada, 100 ppm, se present6 una inhibicion del desarrollo del hongo.

Es notorio que hay varias especies con actividad antimicética y el aceite esencial de canela
parece ser el que tiene la mayor diversidad de metabolitos antifungicos (Montes et al., 2000), por
lo cual es de relevancia seguir estudiando su composicién quimica con el fin de buscar principios
activos con potencial fungicida o fungistatico e incrementar las posibilidades de obtener productos
de aplicacion préactica, con las subsecuentes ventajas sobre los agroquimicos sintéticos.

CONCLUSIONES

e Se determind que el aceite esencial de la corteza de C. zeylanicum “canela” posee efecto
antifangico contra R. solani en condiciones in vitro.

142 Sagasteguiana 3(2): Julio — Diciembre



Juarez: Efecto antifingico del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum sobre el crecimiento de Rhizoctonia solani

e La velocidad de crecimiento micelial de R. solani disminuy6 conforme aumenté Ila
concentracion del aceite esencial de C. zeylanicum en un periédo de cuatro dias.

e Se estimé los porcentajes de inhibicion del aceite esencial, siendo 400 ppm el de mayor
inhibicion con 66.74%, y con un 4.6% y 14%, para 100 y 200 ppm, respectivamente.

¢ Si hubo efecto fungistatico del aceite esencial de C. zeylanicum en el crecimiento micelial de R.
solani.
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