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Resumen. El control quimico de la sigatoka ne-
gra en banano Mycosphaerella fijiensis ha incre-
mentado la presion de seleccion en el patdogeno, con
el consecuente impacto en el ambiente. El objetivo
de este estudio, fue evaluar el efecto de los acei-
tes esenciales de Pimenta dioica, Piper auritum,
Syzygium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum,
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Abstract. Chemical control of black sigatoka in
banana Mycosphaerella fijiensis has increased the
selection pressure on the pathogen, a fact which
in turn creates an environmental impact. The
objective of this study was to evaluate the effect of
essential Pimenta dioica, Piper auritum, Sysygium
aromaticum, Cinnamomum zeylanicum, Origanum
vulgare, Artemisia ludoviciana, and Origanum
majorana oils on M. fijiensis growth under in vitro
conditions, and to identify their active metabolites.
The oils were obtained by hydrodistillation. M.
fijiensis was isolated and developed on PDA
culture medium. Thin layer chromatography (TLC)
and column chromatography (CC) were used to
identify the metabolites of each essential oil. Five
concentrations: 50, 100, 500, 1000 y 5000 ppm of
each oil were used. P. dioica, C. zeylanicum and
O. vulgare oils had a significant effect with lower
M. fijiensis mycelial growth at a concentration of
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Origanum vulgare, Artemisia ludoviciana y Origanum
majorana, en el crecimiento micelial de M. fijensis
en condiciones in vitro e identificar sus metabolitos
activos. Los aceites se obtuvieron mediante el mé-
todo de hidrodestilacion. El patdgeno se aisld y de-
sarroll6 en medio de cultivo PDA. Se usaron cinco
concentraciones: 50, 100, 500, 1000 y 5000 ppm de
cada aceite. Para identificar los metabolitos de cada
uno de los aceites esenciales, se us6 cromatogra-
fia en capa fina (CCF) y cromatografia en columna
(CC). Los aceites de P. dioica, C. zeylanicum, O.
vulgare presentaron menor crecimiento micelial de
M. fijiensis a una concentracion de 500 ppm; mien-
tras que O. majorana y A. ludoviciana a 1000 ppm.
El aldehido cinamico fue el principal metabolito
detectado en la especie C. zeylanicum; el eugenol
y carvacrol, en las especies P. dioica y O. vulgare.

Palabras clave: extractos vegetales, metabolitos
secundarios, inhibicion fungica, control biologico.

El uso de plaguicidas en la agricultura, es una
herramientas que permite alcanzar los objetivos de
productividad y sustentabilidad si se combina con
tecnologias adecuadas de manejo (Wheeler, 2002).
Esto es necesario porque la mayoria de los micro-
organismo fitopatdgenos han generado resistencia
a los ingredientes activos de los fungicidas qui-
micos (Chavez-Solis et al., 2014). Una alternativa
eficiente y econdmica para el control de enferme-
dades es el uso de extractos de plantas que tengan
propiedades fungicidas (Guerrero ef al., 2007). Los
extractos vegetales y aceites esenciales, son bio-
degradables con un impacto negativo menor en el
ambiente (Bravo ef al., 2000). Con base en lo an-
terior, se ha incrementado el interés por el uso de
aceites esenciales de especias y otras plantas como
antimicrobianos naturales en alimentos y cultivos
agricolas (Celis et al., 2012). Lambert et al. (2001),

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2018

500 ppm, whereas the effect on O. majorana and
A. ludoviciana was observed at a concentration
of 1000 ppm. Cinnamic aldehyde was the main
metabolite detected in C. zeylanicum species, and
eugenol and carvacrol in P. dioica y O. vulgare
species.

Key words: plants extract, secondary metabolites,
fungi inhibition, biological control.

The use of chemicals to control crop pests is a
useful tool to fulfill productivity and sustainability
objectives, provided that such tool is combined with
proper management technologies (Wheeler, 2002).
This isnecessary because most ofthe phytopathogen
microorganisms have become resistant to active
ingredients of chemical fungicides (Chavez-Solis et
al., 2014). An efficient and inexpensive alternative
for controlling diseases is the use of plant extracts
with fungicidal properties (Guerrero et al., 2007).
Plant extracts and essential oils are biodegradable
and have a limited environmental impact (Bravo
et al., 2000). Based on this, there is an increased
interest in using essential spice and other plants oils
as natural antimicrobials in food and agricultural
crops (Celis et al., 2012). Lambert et al. (2001)
state that nowadays there is an increasing demand
to precisely obtain the values of the inhibitory
minimum concentration (CMI) of diverse essential
oils so as to achieve a balance between sensory
acceptation and antimicrobial effectiveness, which
can be attained by conducting in vitro and in vivo
studies.

In Mexico, the most used fungicides against
M. fijiensis are: mancozeb and chlorothalonil,
as well as systemic ingredients from the groups
of benzimidazoles, triazoles, strobirulins and
anilopyrimidines (Martinez-Bolafios et al., 2012).
Chemical management of black sigatoka requires
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sefialan que existe actualmente una demanda cre-
ciente por obtener en forma precisa los valores
de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de
diversos aceites esenciales, con la finalidad de ob-
tener un balance entre la aceptacion sensorial y la
eficacia antimicrobiana, lo cual puede lograrse me-
diante estudios in vitro e in vivo.

En México, los fungicidas mas usados contra
M. fijiensis son: mancozeb y clorotalonil e ingre-
dientes sistémicos de los grupos benzimidazoles,
triazoles, estrobirulinas, y anilopirimidinas (Marti-
nez-Bolafios ef al., 2012). El manejo quimico de la
sigatoka negra requiere de 10 a 45 aplicaciones de
fungicidas por afio, principalmente de mancozeb,
propiconazol y tridemorf, con el consecuente ries-
go de desarrollo de resistencia del patdgeno a estos
fungicidas (Mena-Espino y Couoh-Uicab, 2015).
El objetivo de este estudio fue evaluar la efecti-
vidad biologica de diferentes aceites esenciales
extraidos de plantas nativas, sobre el crecimiento
micelial de M. fijiensis en condiciones in vitro y la
identificacion de los principales compuestos quimi-
cos activos.

Los aceites esenciales se obtuvieron a partir de
hojas de momo (Piper auritum), canela (Cinnamo-
mum zeylanicum), orégano (Origanum vulgare),
estafiate (Artemisia ludoviciana), mejorana (Ori-
ganum majorana), y frutos de pimienta (Pimenta
dioica) y clavo (Syzygium aromaticum). Las mues-
tras vegetales fueron colectadas en los Municipios
de Teapa, Tabasco y Pichucalco, Chiapas, México.
El material se secd bajo sombra y se trituré en mo-
lino manual. El polvo resultante se sometié a un
proceso de hidrodestilacion por dos horas en una
proporcion de 30 g en 500 ml de agua (Dominguez,
1979) y el aceite fue capturado mediante uso de
un aparato tipo Clevenger (Mufioz et al., 2001). El
aceite se conservo en frascos color ambar bajo re-
frigeracion.

Mycosphaerella fijiensis fue aislado directa-
mente de tejido infectado a partir de plantas enfer-

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2018

from 10 to 45 fungicide applications per year
(mainly mancozeb, propiconazole and tridemorph),
but there is the risk that the pathogen may develop
resistance to those fungicides (Mena-Espino and
Couoh-Uicab, 2015). The objective of this study
was to evaluate the biological effectiveness of
different essential oils extracted from native plants
on M. fijiensis mycelial growth under in vitro
conditions, and identify their main active chemical
compounds.

Essential oils were obtained from momo (Piper
auritum), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum),
oregano (Origanum vulgare), estafiate (Artemisia
ludoviciana), marjoram (Origanum majorana)
leaves, and pepper (Pimenta dioica) and clove
(Syzygium aromaticum) fruits. Plant samples were
collected in the municipalities of Teapa, Tabasco,
and Pichucalco, Chiapas, Mexico. The samples
were dried under shade and grinded using a
manual mill. The obtained powder was subjected
to hydrodistillation for two hours in a proportion of
30 g in 500 ml of water (Dominguez, 1979), and the
oil was collected using a Clevenger-type equipment
(Mufoz et al., 2001). The oil was poured in amber
jars and kept in refrigeration.

Mycosphaerella fijiensis was directly isolated
from infected tissue from infected banana plants
collected atthe producing zones of the municipalities
of Teapa, Tabasco. Bits of around 1 cm? from
diseased-plant tissue were cut and stuck to filter
paper discs. The infected tissue was superficially
disinfected in a 3% hypochlorite solution and then
washed three times with distilled water. The discs
were placed on Petri dish covers that contained
solid culture medium (agar-water). Three days
after the fungus started to grow, it was transferred
to PDA culture medium for development (Stover,
1963).

Different concentrations of each oil were
prepared in assay tubes with 10 mL of sterile
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mas de banano colectadas en las zonas productoras
del Municipio de Teapa, Tabasco. Se cortaron tro-
zos de tejido vegetal enfermo de aproximadamente
1 cm? y se pegaron a discos de papel filtro. El mate-
rial enfermo se desinfectd superficialmente en una
solucion de hipoclorito al 3% y posteriormente se
lavé por triplicado con agua destilada. Los discos
se colocaron en la tapa de placas Petri con medio
de cultivo sélido (Agar-Agua). A los tres dias de
crecimiento del hongo, éste se transfirié a medio
de cultivo PDA para su desarrollo (Stover, 1963).

Se prepararon las diferentes concentraciones
de cada aceite vegetal: 50, 100, 500, 1000 y 5000
ppm, en tubos de ensaye con 10 mL de agua destila-
da estéril. El contenido de cada tubo se mezcl6 en
matraces con medio PDA (30 mL) y a continuacion
el contenido de cada matraz se distribuy6 en cua-
tro placas Petri (10 mL). Como testigo se utilizaron
placas PDA sin tratamiento. Los aceites esenciales
extraidos de siete especies vegetales fueron evalua-
dos en las cinco concentraciones, excepto S. aro-
maticum, el cual no fue evaluado a la concentracion
de 50 ppm. Para la inoculacion, a partir del medio
de cultivo con la cepa de M. fijiensis, se cortaron
pequeios discos de 0.4 mm? aproximadamente y se
colocaron al centro de cada placa Petri.

Se us6 un disefio experimental completamente
al azar con cuatro repeticiones, donde los trata-
mientos fueron las cinco concentraciones de cada
aceite vegetal, mas un testigo absoluto (PDA).

Las variables medidas fueron el porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PICR) y el pro-
pio crecimiento de M. fijiensis. Para evaluar la efi-
cacia de los tratamientos, se midié el desarrollo de
la colonia fungica (mm) hasta que las cajas Petri
del testigo estuvieron completamente cubiertas con
micelio. El PICR se calcul6 con la formula:

PICR(%) = (%)1 00
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distilled water: 50, 100, 500, 1000 and 5000 ppm.
The content of each tube was mixed in flasks
containing PDA medium (30 mL) and then the
content of each flask was distributed among four
Petri dishes (10 mL). PDA plates without treatment
were used as control. Essential oils extracted from
seven plant species were evaluated at the five
concentrations (50, 100, 500, 1000 and 5000 ppm),
except for S. aromaticum that was not evaluated at
the concentration of 50 ppm. For inoculation, small
discs of around 0.4 mm? from the culture medium
containing the M. fijiensis isolate were cut and
placed in the middle of each Petri dish.

In this study, a completely randomized design
with four replications was used, where the
treatments were the five concentrations of each
plant oil plus an absolute control (PDA).

The measured variables were the percentage of
radial growth inhibition (PICR) as well as that of
M. fijiensis own growth. To evaluate the efficacy of
the treatments, the fungal colony development was
measured (in mm) until the Petri dishes containing
were completely covered with
mycelium. The PICR was calculated according to
the following formula:

the control

PICR(%) = (%)1 00

where RC= mycelium radius in the control, and
RT= mycelium radius in the treatments.

Data were analyzed using the SAS version 9.0
software. To determine the effect of the treatment,
a variance analysis and Tukey’s multiple range test
of means were carried out.

After the antifungal activity of the plant oils
ended, those showing the highest biological
activity were selected to know their approximate
chemical

composition using the thin-layer
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donde RC= radio del micelio en el testigo y R7T=
radio del micelio en los tratamientos.

Los datos fueron analizados con el programa
SAS, version 9.0. Se realizo un analisis de varianza
y prueba de rango multiple de medias Tukey, para
identificar el efecto de tratamiento.

Después de determinar la actividad antifingica
de los aceites vegetales, se eligieron aquéllos que
mostraron la mayor actividad bioldgica, para cono-
cer su composicion quimica aproximada, aplican-
do las técnicas cromatografia en capa fina (CCF)
(Randerath, 1970) y cromatografia en columna
(CC) (Abbot y Andews, 1970). Previo a la croma-
tografia, se reviso la literatura para tener referencia
del tipo de metabolitos presentes en los extractos
crudos obtenidos y su actividad biolédgica, con lo
cual se efectuo la relacion correspondiente con los
resultados de fitoquimicos identificados en este es-
tudio.

De acuerdo al porcentaje de inhibicion del cre-
cimiento radial (PICR) y el crecimiento del micelio
de M. fijensis, los aceites de mejor efecto inhibito-
rio sobre el desarrollo de Mycosphaerella fijiensis,
fueron los extraidos de C. zeylanicum, O. vulgare 'y
P. dioica, con efecto inhibitorio a partir de la dosis
de 100 ppm, con valores de 90.5, 71.5 y 58%, de
inhibicidn, respectivamente; a una concentracion
de 500 ppm, la inhibicion fue del 100 %. Los otros
aceites registraron valores menores: S. aromaticum
10.5%, P. auritum 22.5%, A. ludoviciana 38%y O.
majorana 45.9%. Los aceites de A. ludoviciana y
O. majorana, mostraron efecto inhibitorio signifi-
cativo a una concentracion de 1000 y 5000 ppm.
S. aromaticum no mostr6 ningtin efecto inhibitorio
sobre el hongo (Cuadro 1).

El primer dia de exposicion, los aceites de C. ze-
vianicum, O. vulgare y P. dioica a una dosis de 100
ppm, registraron un 100% PICR, con nulo creci-
miento de M. fijiensis y este mismo efecto se
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chromatography (CCF) (Randerath, 1970) and
column chromatography (CC) techniques (Abbot
and Andews, 1970). Before using chromatography,
the literature was reviewed to know what type
of metabolites were present in the raw extracts
obtained, as well as their biological activity, and
then the corresponding relation was established
with the phytochemical results achieved in this
study.

According to the percentage of M. fijensis
radial growth inhibition (RGI) and mycelial
growth, the oils with the best inhibitory effect on
Mycosphaerella fijiensis development were those
extracted from C. zeylanicum, O. vulgare and
P. dioica, whose inhibitory effect was observed
at a dose of 100 ppm, with inhibition values of
90.5, 71.5 and 58%, respectively. When the oils
were used at a concentration of 500 ppm, 100%
inhibition was achieved. The other oils showed
lower values: S. aromaticum: 10.5%, P. auritum:
22.5%, A. ludoviciana: 38% and O. majorana:
45.9%. A. ludoviciana and O. majorana oils had
a significant inhibitory effect at a concentration of
1000 and 5000 ppm. S. aromaticum did not show
any inhibitory effect on the fungus (Table 1).

On the first day of exposure, C. zeylanicum,
O. vulgare and P. dioica oils at a dose of 100 ppm
showed 100% PICR with no M. fijiensis growth.
The same effect lasted up to three days when
essential C. zeylanicum oil was used. On day five
of exposure, the same oils showed minimum M.
fijiensis mycelial growth, with values from 2 to
9 mm (Figure 1A), but when the three oils were
used at a concentration of 500 ppm, fungal growth
inhibition was 100% (Figure 1B).

The antifungal capacity of the essential C.
zeylanicum oil partially coincides with that
reported by Barrera and Garcia (2008), who found
a growth inhibitory effect of 70% in Fusarium
spp isolated from papaya at a concentration of
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Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) de Mycosphaerella fijiensis por efecto de los
aceites esenciales, cinco dias después de la inoculacién.
Table 1. Percentage of radial growth inhibition (PRGI) of Mycosphaerella fijiensis by the effect of essential oils five

days after inoculation.

Concentracion (ppm)

Especie Control 50 100 500 1000 5000
Origanum vulgare 0D 23Cb 71.5Bb 100 A a 100A a 100Aa
Artemisia ludoviciana 0D 13.5Cc 17Ce 38 Bcd 100A a 100A a
Cinnamomum zeylanicum 0D 325Ca 90.5Ba 100Aa 100Aa 100Aa
Piper auritum 0D 9.5Dcd 85Def 22.5 C def 495Bc 90.0Aa
Pimenta dioica 0D 14.5Cbc 58Bc 100 A a 100Aa 100A a
Syzygium aromaticum 0A 3.5Ade 10.5 Aef 10.5 A efg 10 Ade 10.5Ac¢
Origanum majorana 0D - 36.9Cd 459Bc¢ 947 Aa 98.0A a
Control - 0f 0f Og Oe 0d

Cifras con la misma letra en las filas no son estadisticamente diferentes (Pruebas de agrupamiento Tukey, p<0.01).
Letras mayusculas: agrupamiento entre concentraciones por cada aceite (fila). Letras mintsculas: agrupamiento entre
concentraciones entre aceites (columna) / Figures with the same letter in the rows are not statistically different (Tukey’s
grouping test, p<0.01). Capital letters: grouping among concentration of each oil (row). Lowercase letters: grouping

among oil concentrations (column).

prolong6 hasta los tres dias con el aceite esencial
de C. zeylanicum. A los cinco dias de exposicion,
estos mismos aceites registraron un minimo desa-
rrollo micelial de M. fijiensis con valores de 2 a 9 mm
(Figura 1A); mientras que, con la concentracion de

0 L L L L L
0 1 2 3 4 5

® A. ludoviciana
% P auritum

m S, gromatiucm
o 0. majorana

@ O. vulgare

* C. zeylanicum
O P. dioica

o Control

150 pg mL". In the case of O. vulgare oil, Soylu
et al. (2006) found Phytophthora infestans total
growth inhibition at concentrations from 0.3 to
6.4 ug ml'. Caceres et al. (2013) reported that an O.
vulgare extract ata concentration of 200 ppm caused

® A. ludoviciana
% P auritum

m S gromatiucm
o O. majorana

= O. vulgare

* C. zeylanicum
O P, dioica

o Control

Figura 1. Crecimiento del hongo Mycosphaerella fijiensis (mm) en los aceites esenciales obtenidos a partir de diferentes
especies de plantas. a) 100 ppm y b) 500 ppm. DDI= dias después de la inoculacién.
Figure 1. Mycosphaerella fijiensis growth (in mm) in essential oils obtained from different plant species. a) at 100 ppm and

b) at 500 ppm. DAI= days after inoculation.
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500 ppm en los tres aceites, la inhibicion del creci-
miento del hongo fue del 100% (Figura 1B).

La capacidad antifungica del aceite esencial de
C. zeylanicum coincide parcialmente con lo repor-
tado por Barrera y Garcia (2008), quienes encon-
traron que este aceite tuvo un efecto inhibitorio del
70% en el crecimiento de Fusarium spp aislado de
papaya a una concentracion de 150 pg mL"!. Con
respecto al aceite de O. vulgare, Soylu et al. (2006)
encontraron inhibicion completa del crecimiento
de Phytophthora infestans a partir de 0.3 y 6.4 ug
ml!. Caceres et al. (2013) reportaron que el extrac-
to de O. vulgare a una concentracion de 200 ppm,
causo inhibicion total de Fusarium oxysporum y
Aspergillus niger; en tanto que para Alternaria al-
ternata, Geotrichum candidum, Trichoderma spp.
vy Penicillum digitatum la inhibicion fue a partir de
0.25 uL mL!. Ramirez et al. (2011) reportaron que
el mismo aceite obtenido como hidrolato por desti-
lacion al 50% (volumen-volumen) inhibi6é comple-
tamente el desarrollo de Moniliophthora roreri en
medio de cultivo. También Ramirez et al. (2016),
concluyen que los hidrodestilados y aceites de C.
zeylanicum, S. aromaticum y P. dioica obtenidos
por microondas, son eficientes en inhibir el desa-
rrollo de 4. solani 'y C. gloesporioides.

El aceite de O. majorana mostrd efecto inhi-
bitorio del 95% a la concentracion de 1000 ppm.
El efecto fungistatico de esta especie fue reporta-
do por Gamboa et al. (2003), quienes encontraron
que el extracto metanolico de mejorana inhibid el
100% del crecimiento micelial de P infestans a
partir de 8000 ppm y 59 a 80% de inhibicion de
Rhizoctonia solani a 2000 y 4000 ppm, respecti-
vamente. Damian et al. (2010), observaron que el
principio activo del extracto de 4. ludoviciana fue
el diclometanol-metanol (1:2 v/v), el cual inhibid
el 100% del crecimiento micelial de Phytophthora
cactorum, P. capsici, P. cinnamomi y P. mirabilis,
asi como un 60% de P, infestans, a una concentracion
de 100 ppm. En estudio, el aceite de A. ludoviciana
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total growth inhibition of Fusarium oxysporum and
Aspergillus niger, whereas in the case of Alternaria
alternata, Geotrichum candidum, Trichoderma
spp. and Penicillum digitatum, growth inhibition
started at a concentration of 0.25 uL mL"!. Ramirez
et al. (2011) reported that Moniliophthora roreri
development in culture medium was totally
inhibited by the same oil obtained as a hydrolate
by distillation at 50% (volume-volume). Also,
Ramirez et al. (2016) state that hydrodistillates and
C. zeylanicum, S. aromaticum and P. dioica oils
obtained by microwaving can efficiently inhibit 4.
solani and C. gloesporioides development.

Origanum majorana oil had a 95% inhibition
effect at a concentration of 1000 ppm. The
fungistatic effect of this species was reported by
Gamboa et al. (2003), who found that the methanol
extract of marjoram inhibited 100% of P, infestans
mycelial growth at 8000 ppm, and from 59-80%
Rhizoctonia solani growth at 2000 and 4000 ppm,
respectively. Damian et al. (2010) observed that
the active principle of the extract of A. ludoviciana
was dichloromethanol-methanol (1:2 v/v), which
inhibited 100% of Phytophthora cactorum, P.
capsici, P. cinnamomi and P. mirabilis growth, and
60% of P. infestans growth, at a concentration of
100 ppm. In this study, 4. ludoviciana oil inhibited
100% of M. fijiensis mycelial development at a
concentration of 1000 ppm.

The main active chemical components identified
were cinnamic aldehyde and eugenol in essential
C. zeylanicum oils (50 and 10%, respectively); P
dioica and O. vulgare. P. dioica and O. vulgare
had the highest concentration of eugenol (72.6 and
76.3%), followed by caryophyllene and limonene.
The other components were reported in lower
concentrations; for example, safrole was present
only in C. zeylanicum oil; myrcene and O-cimene
were present only in P. dioica oil; and limonene
and carvacrol were present only in O. vulgare oil
(Table 2).
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inhibi6 el 100% del desarrollo micelial de M. fijien-
sis a una concentracion de 1000 ppm.

Los componentes quimicos principales activos
identificados fueron el aldehido cinamico y el eu-
genol en los aceites esenciales de C. zeylanicum (50
y 10%, respectivamente), P. dioica y O. vulgare. El
eugenol, es el de mayor concentracion en P. dioica
y O. vulgare, con 72.6 y 76.3%, respectivamente,
seguido del cariofileno y limoneno. El resto de los
compuestos se reportaron en concentraciones me-
nores, de los cuales el safrol solo se presenta en el
aceite de C. zeylanicum, mientras que el mirceno y
el O-cimeno solo estan en el aceite de P. dioica; el
limoneno y el carvacrol, solo estan presentes en el
aceite de O. vulgare (Cuadro 2).

Barrera y Garcia (2008), reportaron que el al-
dehido cinamico y el carvacrol inhibieron com-
pletamente el crecimiento del micelio del hongo
Fusarium spp. a partir de 100 pg mL'. Wang et
al. (2010) reportaron que Fusarium moniliforme,
Sclerotinia  sclerotiorum, Cercospora beticola,
Mycogone perniciosa, Macrophoma kawatsukai,
Thanatephorus cucumeris, Alternaria alternata 'y
Botrytis cinerea, fueron altamente sensibles a la
aplicacion de eugenol, de los cuales B. cinerea y S.
sclerotiorum fueron los mas sensibles a este prin-
cipio activo, con valores de CE_ de 38.6 y 39.9 ug
mL, respectivamente.

Gill y Holley (2006) evaluaron el eugenol, car-
vacrol y cinamaldehido sobre los cambios de ATP
y viabilidad celular de Escherichia coli, Listeria
monocytogenes 'y Lactobacillus sakei. Los resul-
tados indican que el mecanismo de accion del eu-
genol y carvacrol es la disrupcion de la actividad
citoplasmatica de la membrana, lo que aumenta
su permeabilidad no especifica. La ausencia de un
aumento en el ATP extracelular de células tratadas
con cinamaldehido, sugiere que eugenol y carva-
crol poseen actividad inhibidora de la ATPasa que
carece de cinamaldehido. Ante estas evidencias, se
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Cuadro 2. Principales compuestos quimicos activos como
constituyentes de los aceites esenciales de tres
especies de plantas.

Table 2. Main active chemical compounds as ingredients

of essential oils from three plant species.

Concentracion (%)

Compuestos Cinnamomum  Pimenta  Origanum
zeylanicum dioica vulgare
Mirceno 4.17
Felandreno 1.11 0.06
Limoneno 6.19
O-cimeno 0.98
Carvacrol 1.06
Safrol 8
Eucaliptol 34 0.24
Aldehido cindmico 50 0.82 0.39
Terpineno 0.47 0.06
Terpinoleno 1.39 2.20
Alpha-terpineol 1.07 2.20
Eugenol 10 72.6 76.31
Cariofileno 6.13 0.21

Barreraand Garcia (2008) reported that cinnamic
aldehyde and carvacrol inhibited completely
Fusarium spp fungal mycelial growth at 100 pg
mL'. Wang et al. (2010) reported that Fusarium
moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum, Cercospora
beticola, Mycogone perniciosa, Macrophoma
kawatsukai, Thanatephorus cucumeris, Alternaria
alternata and Botrytis cinereal were highly sensible
to eugenol applications, and from these B. cinerea
and S. sclerotiorum were the most sensible to such
active principle, with values of CE, of 38.6 and
39.9 ug mL", respectively.

Gill and Holley (2006) evaluated eugenol,
carvacrol and cinnamic aldehyde to observe ATP
changes and cell variability in Escherichia coli,
Listeria monocytogenes and Lactobacillus sakei.
Their results show that eugenol and carvacrol

action mechanism is a disruption of the membrane
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relaciona que el efecto de los aceites de C. zeyla-
nicum, P. dioica y O. vulgare, inhibieron el creci-
miento del micelio de M. fijiensis, por la presencia
de eugenol y aldehido cinamico; asi como el carva-
crol en el aceite de O. vulgare.

CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de C. zeylanicum y O.
vulgare y P. dioica fueron los de mejor efecto inhi-
bitorio sobre el crecimiento micelial de M. fijiensis
en condiciones in vitro a una concentracion de 100
ppm, con una inhibicién del 100% a partir de 500
ppm. Los aceites de A. ludoviciana,y O. majorana,
presentaron efecto inhibitorio a concentraciones de
1000 ppm; P. auritum a 5000 ppmy S. aromaticum,
no presento efecto inhibitorio. El aldehido cinami-
co fue el principal compuesto quimico detectado en
C. zeylanicum; el eugenol en P. dioica y O. vulgare,
¢ésta ultima también con pequenas concentraciones
de carvacrol.
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cytoplasmic activity, which increases their non-
specific permeability. The absence of extracellular
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suggests that eugenol and carvacrol have inhibitory
activity from ATPase, which contains no cinnamic
aldehyde. These results suggest that the effect
of C. zeylanicum, P. dioica and O. vulgare oils
inhibited M. fijiensis mycelial growth because of
the presence of eugenol and cinnamic aldehyde, as
well of carvacrol in O. vulgare oil.

CONCLUSIONS

Essential C. zeylanicum, O. vulgare and P.
dioica oils had the best inhibitory effect on M.
fijiensis mycelial growth under in vitro conditions
ata concentration of 100 ppm, with 100% inhibition
at 500 ppm. A. ludoviciana and O. majorana oils
showed an inhibitory effect at concentrations of
1000 ppm; P. auritum at 5000 ppm; S. aromaticum
did not show any inhibitory effect. Cinnamic
aldehyde was the main chemical compound
principle detected in C. zeylanicum; eugenol in P,
dioica and O. vulgare. The latter also showed small
concentration of carvacrol.
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