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Abstract

The chemical composition of the leaf oils of five Juniperus species (Juniperus sabina L., Juniperus communis Lam., Juniperus scopulorum Sarg., Juniperus
virginiana L., Juniperus chinensis L., Cupressaceae) was determined by co-chromatography with authentic samples, GC-MS and Kovats retention indices.
Sabinene was the most abundant component in the oils of Juniperus from western Patagonia Argentina. However, limonene and germacrene B constituted
25.1% and 11.5% of the oil of J. sabina. J. virginiana showed high concentration of alpha-humulene and limonene (31.4 and 15.9% respectively), while
isobornyl acetate and germacrene B were also the main compounds of J. chinensis. Essential oils extracted of Juniperus were evaluated in vitro for their
efficacy against Fusarium verticillioides, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Candida albicans and Rhodotorula infection. Candida albicans was not
inhibited for the essential oils of Juniperus. However, F. verticillioides, A. flavus, A. parasiticus and Rhodotorula were inhibited for these oils.

Keywords: Juniperus sabina L., Juniperus communis Lam., Juniperus scopulorum Sarg., Juniperus virginiana L., Juniperus chinensis L., antifungal action,
essential oils.

Resumen

La composicion de los aceites esenciales de la hoja de cinco especies de Juniperus (Juniperus sabina L., Juniperus communis Lam., Juniperus scopulorum
Sarg., Juniperus virginiana L., Juniperus chinensis L., Cupressaceae), se determiné mediante una co-cromatografia con muestras auténticas de dos columnas
de diferente polaridad, CG-EM vy los indices de retencion de Kovats. El sabineno fue el componente mas abundante en los aceites de Juniperus del oeste de la
Patagonia Argentina. Sin embargo, el limoneno y el germacreno B son otros componentes importantes del aceite esencial de J. sabina con el 25,1% y 11,5%
respectivamente. En J. virginiana el alfa-humuleno y el limoneno (con el 31,4% y 15.9% respectivamente) mostraron ser también importantes, mientras que
el acetato de isobornilo y el germacreno B fueron también los principales componentes de la J. chinensis. Los aceites esenciales extraidos de Juniperus se
evaluaron in vitro para determinar su eficacia contra Fusarium verticillioides, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Candida albicans y Rhodotorula.
Candida albicans no se inhibi6 por la accion de los aceites esenciales de Juniperus. Sin embargo, F. verticillioides, A. flavus, A. parasiticus y Rhodotorula
fueron inhibidos.

Palabras Clave: Juniperus sabina L., Juniperus communis Lam., Juniperus scopulorum Sarg., Juniperus virginiana L., Juniperus chinensis L., accion
antifingica; aceites esenciales.
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INTRODUCCION

Los hongos representan un problema de
consideracion creciente en la industria de los
alimentos ya que generan graves pérdidas econdmicas,
incluso en paises desarrollados, debido a su capacidad
de causar descomposicion y deterioro de materias
primas y alimentos procesados y provocar riesgos
potenciales para la salud (Brul & Klis, 1999). En la
actualidad, el uso de conservantes quimicos para
prevenir el crecimiento de hongos en los alimentos es
una necesidad para la industria alimentaria. Sin
embargo, el desarrollo de la resistencia contra hongos
de la mayoria de las drogas utilizadas ha sido
informado (Cuenca-Estrella et al., 2000). Debido al
impacto econdmico de los alimentos en mal estado y a
las preocupaciones de los consumidores sobre la
seguridad de los alimentos que contienen productos
quimicos de sintesis, un considerable interés de la
industria ha centrado su atenciéon en los productos
naturales (Dillon & Board, 1994).

Los aceites esenciales (AEs) de las plantas
aromaticas son la principal fuente natural de
monoterpenos, encontrandose también en menor
cantidad otros terpenos como sesquiterpenos, iridanos,
diterpenos 'y  compuestos  fendlicos  como
fenilpropenoides. Los AEs de varias plantas
aromaticas poseen accion antimicrobiana, antiviral y
antifingica (Hammer et al., 1999; Chao & Young,
2000). Su efecto es atribuido a la presencia de
monoterpenos 'y compuestos fendlicos que los
componen o a su mezcla sinérgica con componentes
presentes en menores proporciones (Burt, 2004). Sin
embargo, los resultados obtenidos hasta la fecha, no
han demostrado claramente si existe una relacion
directa entre la actividad antifiingica y su estructura
quimica (Dorman & Deans, 2000).

El género Juniperus pertenece a la Familia de
las Cupressaceae, Subfamilia Juniperoideae. Esta
Subfamilia es endémica del Hemisferio Norte (Correa,
1998). El género esta dividido en tres secciones:
Caryocedrus, Juniperus (enebros) y Sabina. Las dos
ultimas son las que contienen el mayor numero de
especies (Adams, 1999).

En Argentina se cultivan los enebros, solo
desde el punto de vista ornamental, en grupos,
macizos, setos vivos, ejemplares aislados. En el
Noroeste del Chubut, estan distribuidos en cortinas de
proteccion, cortavientos en zonas rurales, y formando
setos vivos de reparo. Es Juniperus communis, la
especie que mas se ha naturalizado en el sotobosque
de esta provincia (Guerra et al., 2008).
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Algunas especies cultivadas en Argentina, han
demostrado poseer actividad antimicrobiana (Oliva et
al., 2002; Gonzalez et al., 2004; Demo et al., 2005;
Oliva et al., 2007). En el género Juniperus, las
especies J. communis, J. phoenicea, J. oxycedrus, J.
turbinata y J. aetheroleum ya fueron estudiadas como
antimicrobianas (Hammer et al., 1999; Angioni et al.,
2003; Cavaleiro et al., 2006; Cosentino et al., 2003;
Pepeljnjak et al., 2005). Sin embargo, aun no se
conoce la actividad antifingica de especies
implantadas en Argentina.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
composicion quimica y el efecto antifungico de cinco
especies del género Juniperus provenientes de Esquel,
provincia de Chubut, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se ubica al género Juniperus, de acuerdo a la
secuencia de Jerarquias Taxonomicas:

Subdivision: Gimnospermas
Clase: Coniferopsidas
Orden: Coniferales

Familia: Cupresaceas
Subfamilia: Juniperoideas
Género: Juniperus

Especie: J. communis, J.
J.scopulorum y J. virginiana.
El material vegetal fue recolectado, durante tres afios
consecutivos 2000, 2001 y 2002, en primavera y
otoilo, de los siguientes sitios: Estacion Forestal INTA
de Trevelin (Ex -IFONA), J. communis y J.
virginiana; Vivero Las Araucarias-Hoyo de Epuyén:
J. chinensis y J. scopulorum; Esquel: J. sabina. El
material de herbario fue identificado por el Ing. Pedro
E. Guerra y se halla depositado en el laboratorio de la
Catedra de Botanica Forestal-UNPSJB, registrado con
la siguiente identificacion: BF. N°342-346.

chinensis, J. sabina,

Caracteristicas botanicas de las especies:

J. communis: arbusto o arbol de baja talla; hojas
jovenes y adultas aciculares dispuestas en verticilos de
3, glaucas con apices agudos y punzantes; flores
femeninas y masculinas en ejemplares dioicos; frutos
galbulos de forma ovoide a circular de didmetro 4 a 6
mm, color azul oscuro cuando maduros.

J. virginiana: especie de porte arbustivo o arboreo;
hojas jovenes espinescentes, dispuestas en verticilos
trimeros; adultas escamiformes de 1,5 mm de largo;
flores en ejemplares dioicos; frutos pruinosos antes y
después de madurar, de color azul.
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J. chinensis: especie de porte arboreo, con altura
variable; hojas jovenes aciculares de color verde
glauco, y adultas escamiformes, de olor resinoso al ser
frotadas; flores masculinas y femeninas en ejemplares
separados; frutos pruinosos color azul oscuro cuando
maduros.

J. sabina: de porte arbustivo y forma irregular; hojas
aciculares y escamosas opuestas y de color verde
grisiceo a verde glauco; flores en ejemplares
monoicos o dioicos; frutos galbulos pruinosos cuando
verdes y de color azul oscuro al madurar.

J. scopulorum: de porte arbustivo y arboreo; hojas
escamiformes, de color verde grisaceo a glauco; flores
masculinas en ramas herbaceas y femeninas en ramas
semilefiosas, monoicos; frutos galbulos puinosos
verde-grisaceos, y al madurar azul oscuro.

Ubicacion de los sitios de recoleccion

J. communis y J. virginiana:

Estacion Forestal INTA-Trevelin: Alt.: 450 m.s.n.m;
Lat.: 43° 05" Sur; Long.: 71° 31" Oeste.

Caracteristicas climaticas: Temperatura maxima media
anual: 15,7°C; Temperatura minima media anual:
3,4°C; Temperatura maxima absoluta: 34°C;
Temperatura minima absoluta: -12°C; Precipitacion
media anual 942 mm; distribucidén: 80,6% Abril-
Septiembre; 19,4% Octubre-Marzo.

Caracteristicas edaficas: El material originario, esta
compuesto por cenizas volcanicas y mezclado con
material coluvial. El suelo era de textura franco-
arenosa , granular, media a fina y drenaje moderado en
algunos sectores. La roca madre estaba constituida por
aluviones y coluviones con aportes de cenizas
volcanicas mezcladas.

J. chinensis y J. scopulorum:

Vivero las Araucarias: Altura.: 250 m.s.n.m; Lat.: 42°
05'Sur; Long.: 71° 29’Oeste.

Caracteristicas  climaticas: Temperatura maxima
absoluta 37°C; Temperatura minima absoluta —9°C;
Temperatura media anual: 16,7°C; Precipitacion
media anual: 950 mm; distribucion de la precipitacion:
Abril-Septiembre: 76%, Octubre-Marzo: 24%.
Caracteristicas edaficas: Suelos pardos forestales
acidos, débilmente lixiviados del area de transicion
subhimedo-seca.  Asociados:  suelos  aluviales,
semiturbosos de mallin (Etchevehere, 1972).

J. sabina:

Esquel: Alt.: 568 m.s.n.m; Lat.: 42° 57"; Long.: 71°
08 Oeste.

Caracteristicas  climaticas: Temperatura maxima
absoluta 34° C; Temperatura minima absoluta —14° C;
Temperatura media anual: 9,1°C; precipitacion media
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anual: 520 mm; distribucion: Abril-Septiembre: 72,7
%, Octubre-Marzo: 27,3 %.

Caracteristicas  edaficas: suelos pardo-forestales,
menos acidos que los pardo-forestales acidos no-
podsolicos y con caracteristicas trasicionales hacia los
regosoles del ecotono estepa-bosque. En las
depresiones y valles, predominan los suelos
aluvionales e hidromorficos de mallines (Etchevehere,
1972).

Obtencion de los aceites esenciales (AE)

Los AE se aislaron a partir del material vegetal oreado,
mediante destilacion por arrastre con vapor de agua,
en un aparato tipo Clevenger durante 3h (Biurrun et
al., 2005). Posteriormente, los aceites obtenidos fueron
secados con sulfato de sodio anhidro y almacenados
en oscuridad a 4° C. Los mismos se analizaron por
Cromatografia de Gases y Espectrometria de Masas.

Identificacion y cuantificacién de los componentes
de los Aceites Esenciales.

La identificacion de los componentes de los AEs fue
realizado por Cromatografia gas-liquido-
Espectrometria de masas (CG-EM), utilizado un
equipo Perkin Elmer Q600, con columna capilar SE-
30 (30m x 0.25 mm). La temperatura de la columna se
program¢6 desde 60° a 240° C a 4° C/min. La
temperatura del inyector fue de 280° C y el flujo de
helio de 1 ml/min. La interpretacion de los espectros
de masas se realiz6 utilizando una biblioteca NIST y
por comparacion con espectros similares tomados de
bibliografia (Adams, 1995). También se utilizaron
estandares auténticos para la identificacion de algunos
terpenos y se determinaron los indices de retencion
usando los tiempos de retencion de una serie de n-
alcanos inyectados bajo las mismas condiciones. La
cuantificacion de los componentes de los AE fue
realizada por Cromatografia gas-liquido con detector
de llama (CG-FID), utilizando un cromatografo
gaseoso Perkin Elmer Clarus 500 equipado con
detector de ionizacion de llama y con una columna
capilar CBP1 (30m x 0.25 mm). La temperatura de la
columna se programo6 desde 60° a 240° C a 4° C/min.
La temperatura del inyector fue de 280° C. El flujo de
nitrégeno fue de 1 ml/min.

La cuantificacién de los componentes (composicion
porcentual) se realiz6 teniendo en cuenta las areas de
los picos del cromatograma correspondiente.

Microorganismos
Los microorganismos ensayados en este estudio
fueron: Fusarium verticillioides MRC 4316 (obtenido

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas/106



Dambolena et al

del Programme on Mycotoxins and Experimental
Carcinogenesis, Tygerberg, Republica de Sudafrica,
PROMEC), Aspergillus parasiticus NRRL 2999
(obtenida del Northern Regional Research Laboratory
(NRRL), Peoria, IL), Aspergillus flavus (aislado a
partir de semillas de mani crecidas en Coérdoba-
Argentina. Departamento de Bioquimica Clinica de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Nacional de Coérdoba, Argentina), Candida albicans
N° 387 (obtenida de la Coleccion de la Division de
Micologia del Hospital Nacional de Clinicas, Cordoba,
Argentina), Rhodotorula ssp (aislada en el Laboratorio
de Micologia y Parasitologia del Departamento de
Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina)

Preparacion y estandarizacion de los inoculos

La concentracion de los indculos de las cepas fungicas
se ajustd para alcanzar 10° células o conidios /mL
utilizando el método de recuento en camara de
Neubauer.

Los inoculos de Fusarium verticillioides,
Aspergillus flavus y A. parasiticus se elaboraron
cultivando dichas cepas en placas de Petri de 90 mm
de diametro con 15 mL de medio Czapek-dox agar con
el 0,1% de agar y agar papa dextrosa (PDA)
respectivamente. Ambos medios fueron disueltos en
agua destilada, fraccionados en frascos de vidrio de 50
mL y esterilizados a 121° C durante 15 minutos. Las
placas fueron incubadas a 27° C durante siete dias. Las
placas con la cepas fungicas desarrolladas, fueron
inundadas con 10 mL de caldo tripteina de soja y su
superficie fue frotada con una espatula de Drygalsky
con el objeto de remover el desarrollo fingico. La
suspension resultante fue extraida con una pipeta
Pasteur estéril y transferida a un tubo coénico, el cual
fue vigorosamente agitado en un vortex durante 15
segundos.

Para las levaduras Rhodotorula y Candida
albicans se utiliz6 el medio Sabouraud — Agar, fueron
diseminadas en placas de Petri y se incubaron a 30° C
durante 72 horas. Posteriormente fue re-suspendida en
caldo tripteina para el posterior ajuste de la
concentracion. La concentracion final se ajustd con
camara de Neubauer para obtener una densidad de
trabajo de 10° UFC/mL.

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM)

La determinacion de las CIM se realizo por el método
de susceptibilidad a los antifingicos en medio
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semisolido (SAAS) semi-cuantitativo (Provine &
Hadley, 2000). Brevemente para este ensayo se utilizo
como medio de cultivo el caldo de infusion de corazon
(Anexo I) con el agregado de 0,5% de agar (medio
semisolido). El medio fue disuelto en agua Milli Q
fraccionado en alicuotas de 5 mL en tubos de vidrio de
16 x 125 mm y esterilizado en autoclave a 121°C
durante 15 minutos, con un pH final aproximado de
7,4. Posteriormente, los tubos con el medio se
enfriaron en bafo termostatizado entre 45 — 50° C e
inmediatamente, se agregaron los AEs disueltos en
dimetilsulféxido (DMSQ), para obtener una
concentracion final de 30, 60, 125, 250, 500 y 1000
pL/L en los medios de cultivo. Posteriormente lo tubos
fueron almacenados a 4° C hasta su utilizaciéon. Un
total de 5 tubos fueron adicionados con DMSO (puro
sin monoterpenos) en la concentracion mas alta
utilizada para disolver los monoterpenos, y utilizados
como control positivo. Por otra parte, 5 tubos con el
medio de cultivo puro, sin ningin agregado, fueron
utilizados para evaluar el efecto de vehiculo (DMSO)
sobre el desarrollo fingico y 3 tubos andlogos sin
inoculacion fungica, fueron utilizados como controles
de esterilidad (control negativo). La inoculacion de los
medios fue realizada con un ansa en aro de 10 pL,
insertando el in6culo de levaduras (elaborado segun lo
detallado en el apartado anterior) hasta el fondo del
tubo de 50 mL, que contiene el medio con el aceite a
evaluar, para de esta forma obtener un desarrollo
bidimensional. Finalmente sobre el medio de cultivo
inoculado, se agregaron 0,5 mL de aceite mineral
(vaselina), con el objeto de evitar la esporulacion y el
desarrollo fungico sobre la superficie. Los tubos
inoculados se incubaron durante 48 horas o hasta un
buen desarrollo aparente en el medio control. Para
determinar el nivel de inhibicién se compararon todos
los tratamientos con el control (control positivo) y el
desarrollo fue calificado de la siguiente manera: 4+
desarrollo  comparable con el control, 3+
aproximadamente en 75% del control, 2+ el 50%, 1+
25% de desarrollo o menos, con respecto al control y
“0” sin desarrollo visible. La inhibicion del desarrollo
de los hongos filamentosos de un 75% o mas (1+)
determina la CIM.

Dilucion en agar en placa de Petri

Para este ensayo se utiliz6 como medio de cultivo
Czapek-dox para el crecimiento de F. verticillioides y
PDA para el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus.
Los medios fueron disueltos en agua destilada,
fraccionados en Erlenmeyers de vidrio de 100 mL,
esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 minutos,
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y posteriormente se enfriaron en bafio termostatizado a
45 — 50° C. Soluciones de los 5 AEs de Juniperus spp
en DMSO fueron agregados en los medios hasta
alcanzar una concentracion final de 5, 125, 250, 500,
y 1000 pL/L. Posteriormente, los medios de cultivo
adicionados con los diferentes AEs fueron
fraccionados en placas de Petri hasta su posterior
solidificacion. Una suspension de conidios fingicos
(10 pL), preparada como se explicd previamente, fue
insertada en el centro de las placas de Petri. Las placas
fueron incubadas a 28°C en oscuridad hasta que el
crecimiento fungico en las placas control (medio
adicionado con DMSO) cubri6 completamente la
superficie del medio. Los experimentos fueron
realizados por quintuplicado y los resultados fueron
expresados como area de crecimiento radial (cm?). El
crecimiento radial de los respectivos microorganismos
fue cuantificado tomando como eje el centro de la
placa hasta el perimetro interno de la misma, a través
del area del circulo (Meriles et al., 2006).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados con el
programa INFOSTAT/ Proffesional 2005p.1 (F.C.A.-
Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). Los
datos de estos estudios fueron analizados mediante el
analisis de la varianza de una via (ANOVA). La
normalidad de los datos fue determinada con el test
Shapiro—Wilk. Diferencias significativas entre los
tratamientos fueron determinadas con el test de
comparaciones multiples DGC test (Di Rienzo et al.,
2002). En todos los casos, las diferencias fueron
consideradas significativas para valores de P < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion y cuantificacion de los componentes
de los AEs de las plantas aromaticas estudiadas.
Los analisis por CG-EM revelaron la presencia de 39
compuestos que representan mas del 90% del total de
los aceites analizados (Tabla 1). Estos aceites se
caracterizaron por presentar los siguientes compuestos
mayoritarios: sabineno, limoneno, acetato de
isobornilo, a-humuleno y germacreno B. El sabineno
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predominé en el AE de J. scopulorum y J. communis,
86,5 % y 92 % respectivamente. El a-humuleno se
encontrd en J. virginiana en un 31.4 %, mientras que
en las otras especies se presentd con valores traza o no
estuvo presente. En esta especie, también fue
importante la presencia de limoneno (15.9%). Este
compuesto también se presentd como uno de los
mayoritarios (25.1%) junto al sabineno (52.3%) y al
germacreno B (11.5%) en la especie J. sabina. A su
vez, el germacreno B fue uno de los terpenos con alto
porcentaje (12%) en la especie J. chinensis junto al
acetato de isobornilo (25.5%) y al sabineno (43%)
(Tabla 1).

Mientras que muchas especies del género

Juniperus se caracterizan por presentar alto contenido
de a-pineno en su AE (Adams, 1999; Cavaleiro et al.,
2006; Cosentino et al., 2003; Cavaleiro et al., 2003;
Salido et al., 2002; Cavaleiro et al., 2001; Angioni et
al., 2003; Mazari et al., 2010), las especies aqui
estudiadas presentaron muy poca proporcion de este
monoterpeno (<1.5%). Entre estas especies se
encuentra J. communis, cuya composicion estudiada
en otras poblaciones muestra al a-pineno, como uno de
sus principales componentes con concentraciones >
10% (Pepeljnjak et al., 2005; Cavaleiro et al., 2006;
Cosentino et al., 2003; Shahmir et al., 2003; Ochocka
et al., 1997). Angioni et al. (2003) describi6 a la
especie J. communis, originaria de Sardinia, con un
61.09% de sabineno y un porcentaje de 6.41 % de alfa
pineno en su aceite esencial, mientras que éste estudio
mostré al sabineno como el componente principal
mayoritario (Tabla 1).
La especie J. scopulorum estudiada por (Adams et al.,
2006) presentd como principales componentes de su
AE al sabineno (32%), limoneno y terpinen-4-ol. El
presente estudio es coincidente con estos valores,
aunque el sabineno se presentd con un porcentaje
superior (86.5%) (Tabla 1). Las especies J. chinensis y
J. sabina, también presentaron mayores valores de
sabineno con respecto a las mismas especies
estudiadas por otros autores (Raina et al., 2005;
Adams, 1999).

Tablal. Composicion porcentual (%) del aceite esencial de las especies de Juniperus estudiadas.

IR*  Componentes J. sabina J. virginiana J. chinensis J. scopulorum J. communis
939 alfa pineno 0,2 1,2 0,2 tr 1,2
953 alfa fencheno 0,3 tr 2
953 Canfeno 0,2 0,2 0,4 tr 0,3
976 Sabineno 52,3 36,6 43 86,5 92
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980 beta pineno 0,6 tr 0,1 0,1 0,5
991 Mirceno 4,3 0,2 1,6 0,1 0,6
1001 delta-2-careno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
1011 delta-3- careno tr 0,2 0,2
1018 alfa terpineno tr 0,1 0,3
1026 p-cymeno 0,2 0,1 0,1 0,1
1031 limoneno 25,1 15,9 9,2 4,1 tr
1032 1,8-cineol 0,2
1050 beta- (E) —ocimeno tr tr 0,1 0,1
1062 gama terpineno 0,1 0,2 0,1 tr 0,1
1088 terpinoleno 0,2 0,2 0,1 tr
1114 beta — tujona tr tr
1143 alcanfor 0,1 0,2 tr
1177 terpin-4-ol 1,4 1 4.4 4 tr
1191 mirtenol 0,3 tr
1286 acetato de isobornilo 0,4 25,5
1338 delta elemeno tr tr 0,1
1388 beta cubebeno 0,6 tr tr 0,2
1401 metil eugenol 0,2 0,1 tr 0,1
1418 cariofileno (E) tr 0,2 0,1
1455 alfa humuleno 31,4 tr tr tr
1477 gama muuroleno 0,1 tr tr
1480 germacreno D tr tr
1489 beta (E) ionona 0,2
1513 gama cadineno tr 0,1
1515 cubebol 0,1 0,4 tr tr
1524 delta cadineno 0,4 tr 0,3 tr
1529 trans-calameneno tr
1538 alfa cadineno tr 0,2
1549 elemol 1,2 0,1
1554 elemicin 0,8
1561 germacreno B 115 12 0,3 tr
1649 beta eudesmol tr 0,5 0,1
1652 alfa eudesmol 0,5 0,2
1653 alfa cadinol tr 0,6 0,3
TOTAL 96,9 90,1 97,5 99,2 98,7

Actividad

antifangica en

el

Rhodotorula spp. y Candida albicans.
El efecto de los AEs sobre el crecimiento de
Rhodotorula spp. es resumido en la Tabla 2. Todos los

desarrollo

de

* Indice de Retencién en base a una columna CBP1 relativo a una serie de n-alcanos Cg a C,, ; tr=valores traza < 0.05%

AEs evaluados mostraron efectos inhibitorios en la
concentracion mas alta utilizada, 1000 ppm, mientras

que a menores concentraciones (30 ppm) ninguno de
los AEs evaluados produjo efectos significativos sobre
el crecimiento fangico. El AE de J. virginiana mostro6
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el mayor poder inhibitorio sobre el crecimiento de
Rhodotorula spp, en las condiciones empleadas, con
una actividad inhibitoria minima (CIM) de 500 ppm.
El resto de los AEs evaluados también demostraron
inhibir completamente el crecimiento fungico cuando
fueron aplicados a una concentracion mas elevada
(CIM: 1000 ppm). Los AEs de J. communis y J.
scopulorum inhibieron el 50% del crecimiento
Rhodotorula spp, cuando fueron aplicados a una
concentracion de 60 ppm.

Bioactividad del aceite esencial de especies de Juniperus de Argentina

En Candida albicans no se determind la
concentracion inhibitoria minima (CIM) ya que en las
concentraciones evaluadas, ninguno de los AEs mostro6
una inhibicién del 75% del crecimiento, (Tabla 3). J.
chinensis mostré a 125 ppm una disminucion del 50%
del crecimiento, siendo el AE con mayor actividad
antifungica sobre el desarrollo de esta levadura.

Tabla 3. Actividad antifungica de Juniperus spp sobre el desarrollo de Candida albicans.

Concentraciones de AE ppm

Aceites

Esenciales 1000 500 250 125 60 30
J. communis 3 4 3 4 4 4
J. chinensis 2 2 2 2 4 4
J.scopulorum 3 3 3 4 4 4
J. Sabina 2 2 3 3 4 4
J. virginiana 2 2 3 4 4 4

Tabla 2. Actividad antifingica de Juniperus spp sobre el desarrollo de Rhodotorula

Concentraciones de AE ppm

Aceites

Esenciales 1000 500 250 125 60 30
J. communis 1 2 3 3 2 4
J. chinensis 1 2 2 3 4 4
J.scopulorum 1 2 2 2 2 3
J. Sabina 1 2 2 3 3 4
J. virginiana 1 1 2 3 4 4

0: Sin crecimiento visible. 1: Crecimiento de 25 % o menos que el control. 2: Crecimiento
de aproximadamente 50 % del control. 3: Crecimiento aproximado 75 % de control, 4: Crecimiento 100 % de control.
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desarrollo de
parasiticus y

Actividad antifangica en el
Aspergillus  flavus, Aspergillus
Fusarium verticillioides.

Todos los AEs de Juniperus evaluados
demostraron alglin efecto sobre el crecimiento de las
cepas fungicas seleccionadas (Fig.1-3). Los AEs mas
activos en esta inhibicion fueron: J. scopulorum > J.
virginiana > J. chinensis > J. Sabina > J. communis.

El efecto de los AEs sobre el crecimiento de A.
flavus es resumido en la Figura 1. Los AEs de J.
scopulorum, J. virginiana, J. chinensis y J. sabina
mostraron efectos inhibitorios dosis-dependientes; J.
scopulorum y J. virginiana inhibieron alrededor del 70
% el desarrollo de A. flavus; J. chinensis y J. sabina
tuvieron un efecto levemente menor, manteniendo el
paralelismo con los AEs mas activos. Por el contrario
J. communis tuvo un efecto variable, mostrando en
algunas concentraciones (125 y 1000 ppm), induccion
sobre el desarrollo fungico.

Los resultados de los AEs sobre A. parasiticus
fueron similares a los observados en A. flavus (Figura
2). Por motivos experimentales el aceite esencial de J.
scopulorum no fue incluido en este ensayo. El AE de
J. virginiana present6 la mayor actividad inhibitoria a
concentraciones bajas (62,5, 125 y 250 ppm). A 500
ppm el AE mencionado inhibié casi el 60% del
desarrollo fungico. Un efecto ligeramente inferior se
observo en J. sabina. Estos dos AEs inhibieron casi el
100% del desarrollo cuando se aplicaron en la
concentracion mas alta. Por otra parte, la especie J.
communis indujo significativamente el crecimiento
cuando fue aplicado en la concentraciéon mas baja. En
concentraciones superiores se observo un efecto
inhibidor constante de alrededor del 25%.

Fusarium verticillioides fue el mas sensible en
cuanto a los efectos de los AEs (Figura 3). En esta
cepa fungica se observd, que los AEs con mayor
actividad fueron J. scopulorum y J. virginiana. Sin
embargo J. virginiana tuvo un efecto menor con
respecto a J. scopulorum. El AE de J. chinensis mostro
un comportamiento variable, cuando fue aplicado en
bajas concentraciones. En las concentraciones mas
altas presentd efectos inhibitorios, sin embargo estos
efectos fueron significativamente menores a los
producidos sobre las cepas de Aspergillus. J. sabina y
J. communis mostraron también un efecto variable,
observandose induccion sobre el desarrollo cuando
fueron aplicados a concentraciones bajas (62,5, 125 y
250 ppm). En concentraciones mayores, J. communis
mostr6 un efecto inhibitorio similar a J. chinensis. Por
el contrario, en el caso de J. sabina la capacidad

Bioactividad del aceite esencial de especies de Juniperus de Argentina

inhibitoria se increment6 casi al 50 % cuando fue
aplicado en una concentracion de 500 ppm, para
disminuir marcadamente en la concentraciéon mas alta
utilizada.

El efecto de la actividad antifingica de los
AEs de Juniperus demostr6 diferentes resultados,
segun el tipo de microorganismo utilizado y el
procedimiento de evaluacion. Las levaduras fueron
levemente afectadas por la presencia de los AEs.
Rhodotorula spp. fue ligeramente mas sensible que
Candida albicans a la accién de los AEs, siendo los
AEs de J. virginiana y J. scopulorum los mas activos
en este ensayo.

Por lo general, los AEs de las especies del
género Juniperus han demostrado escasa actividad
antifungica, especialmente sobre Candida albicans
(Angioni et al., 2003). La actividad antifingica
informada en bibliografia, corresponde a AEs de
especies Juniperus con elevado contenido de a-pineno
y presencia del terpeno 9-3-careno, siendo éstos los
posibles responsables de esta actividad (Pepeljnjak et
al., 2005; Cavaleiro et al., 2006; Mazari et al., 2010).
Las especies aqui estudiadas no presentaron o-3-
careno en su aceite o lo tienen en concentraciones muy
bajas, igual que a-pineno (Tabla 1). Generalmente el
efecto inhibidor de los AEs es atribuido al componente
o mezcla de componentes que lo forman. Kurita &
Koike (1983) informaron que la actividad antifungica
de los aceites estaria relacionada a la naturaleza
quimica de los diferentes componentes de los AEs y
que seguirian la siguiente regla en orden decreciente
de importancia: fenoles > alcohols > aldehidos >
cetonas > éter > hidrocarburos. Esta hipotesis estaria
en concordancia con los resultados expuestos en este
trabajo, ya que la escasa actividad antifingica de los
AEs de Juniperus podria atribuirse a la gran cantidad
de hidrocarburos presentes en la composicion quimica
de estos AEs. La escasa actividad antimicrobiana de
los hidrocarburos estaria estrechamente relacionada
con la incapacidad de donar protones y su escasa
solubilidad en agua (Griffin et al., 2000).

Los AEs evaluados en este trabajo presentaron
limoneno en su composicion quimica. Algunos autores
han informado que A. parasiticus es insensible a
terpenos no oxigenados como limoneno y terpineno.
Esto podria explicar, que en la concentracion mas alta
de los AEs utilizados, no se observdé una inhibicioén
total del desarrollo fungico.
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Figura 1. Efecto de los AEs de Juniperus spp sobre el crecimiento radial de A. flavus. Arriba: Porcentaje de crecimiento radial en relacion a
concentraciones crecientes de AEs aplicadas al medio de cultivo. Abajo: Fotografia del efecto de los AEs de Juniperus spp sobre el
crecimiento radial: a) Control. b) J. sabina 500ppm. ¢) J. communis 500ppm. d) J. chinensis 500ppm. ) J. virginiana 500ppm. f) J.
scopolorum 500ppm.
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Figura 2. Efecto de los AEs de Juniperus spp sobre el crecimiento radial de A. parasiticus. Arriba: Porcentaje de crecimiento radial en
relacion a concentraciones crecientes de AEs aplicadas al medio de cultivo. Abajo: Fotografia del efecto de los AEs de Juniperus spp sobre el
crecimiento radial: a) Control. b) J. sabina 500ppm. ¢) J. communis 500ppm. d) J. chinensis 500ppm. e) J. virginiana 500ppm.

101.01
Aspargiius parasiicus ] -

aw
'

Inhtacion Creomvents Radal (%)
L]

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas/112



Dambolena et al

Bioactividad del aceite esencial de especies de Juniperus de Argentina

Figura 3. Efecto de los AEs de Juniperus spp sobre el crecimiento radial de F. verticillioides. Arriba: Porcentaje de crecimiento radial en
relacion a concentraciones crecientes de AEs aplicadas al medio de cultivo. Abajo: Fotografia del efecto de los AEs de Juniperus spp sobre el
crecimiento radial: a) Control. b) J. sabina 500ppm. ¢) J. communis 500ppm. d) J. chinensis 500ppm. e) J. virginiana 500ppm. ) J.

scopolorum 500ppm

w000
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CONCLUSIONES

Los AEs de las especies de Juniperus estudiadas en
este trabajo, no presentaron o-pineno como principal
componente, predominando en cambio el sabineno.

El AE de J. virginiana se destac6 por el
elevado contenido de a-humuleno (31.4%), respecto
del resto de los AEs evaluados.

La actividad antifungica de estos AEs, es
dosis-dependiente y varia de acuerdo al tipo de
microorganismo y tratamiento. El AE con mayor
actividad antifungica para todos los tratamientos
realizados, fue el de J. virginiana. En este caso, no es
claro el motivo por el cual este AE fue el mas
bioactivo.

Una vez mas, se destaca la importancia del
efecto del conjunto de terpenos que componen un AE
en la actividad antifingica de los mismos.
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