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RESUMEN

Abstract

In the first article, entitled “Hygienization and control of Diplodia seriata fungus in
vine pruning waste composting and its seasonal variability in open and closed
systems” was study after the ban on sodium arsenite, waste management alternatives to
the prevalent burning method for the pruned material from grapevines affected by
various fungi, such as the sanitization and biodegradation in solid phase by composting.
In this work the dynamics of a fungus associated with vine decay (Diplodia seriata)
during the composting process of a mixture of laying hen manure and vine pruning
waste (2:1 w/w) have been investigated in open piles and batch closed biodigesters.
Through the optimization of the various physical-chemical parameters, simultaneous re-
valorization and hygienization of the infected waste materials was attained, yielding
class-A organo-mineral fertilizers. Nevertheless, dramatic differences in the efficiency
of each system were observed: whereas in open piles it took 10 days to control D.
seriata and 35 additional composting days to achieve full inhibition, in the closed
biodigesters the fungus entirely disappeared within the first 3-4 days. Finally, the impact
of seasonal variability has been assessed, observing greater significance in the summer

for the open pile.

In the second article, entitled “Thermal death kinetics of Diplodia seriata fungus
inoculated in vitro in pruned vine shoots” the upsurge in fungal diseases that cause
grapevine wood rot in young and adult plants remains a major concern for the wine
sector. So as to study the effectiveness of heat treatments for the sanitization of pruning
waste, the thermal death of two inocula of Diplodia seriata fungus -associated to black
dead arm disease- was studied in vitro at different temperatures in a dry air incubator,
confirming that inhibition increased as a function of temperature and exposure time.
First-order and Weibull models were compared to describe D. seriata fungus survival
curve Kinetics, with high R2 values (0.923 and 0.930, respectively) and high
significances (p<0.001) for both models. According to the first-order model, the time
required to reach 100% mortality at 65 °C was 120 min (or 93 min to 95%), whereas for

the Weibull model a 90% reduction was attained after 73 min.
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In the third article, entitled “Synthesis of chitosan oligomers/propolis/silver-
nanoparticles composite systems and study of their activity against Diplodia
seriata”, the synthesis and characterization of composites of oligomeric chitosan with
propolis extract which allow the incorporation of a third component (silver
nanoparticles) are reported, together with their application in aqueous or hydroalcoholic
solutions with a view to the formation of adhesive substances or nanofilms for the
protection of vineyards against harmful xylophagous fungi. The antimicrobial properties
of the association of the two biological products or resulting from the incorporation of
silver nanoparticles (NPs) are studied and discussed. The efficacy of the chitosan
oligomers/propolis/silver NPs ternary system is assessed in vitro for Diplodia fungi. A
preliminary study on the convenience of replacing propolis with gentisic acid is also

presented.

Key words: biodigester; composting; grapevine disease; laying hen manure; vine
pruning waste; activation energy, Diplodia seriata, isolated fungus, pruned vine shoots,

thermal death kinetics; chitosano, plopolis, sonication, nanosilver, xilophagus fungi.
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INTRODUCCION

1.1 Viticultura en Espafa

La vid es la planta cuyo cultivo estd mas extendido a lo largo de las diversas
latitudes de nuestro mundo. De hecho, se cultiva en 45 paises y en 2014, la superficie
viticola mundial ha sido de 7.55 millones ha. Los tres principales paises productores han
sido Espafia, Francia e Italia, cuyos cultivos suman una superficie de 2.48 millones ha
(GAIN-USDA Report, 2014) (Figura 1.1).

M Espafia
45 M Francia
63 M Italia
H Portugal
64 & H Rumania
65 < ~ M Grecia
102 —— M Alemania
110 ?7 M Ungria
il Bulgaria
M Rusia
M Austria
M Suiza
i Otros paises viticolas

Figura 1.1 Superficie viticola en Europa (mil ha) en el afio 2014 (GAIN-USDA Report, 2014)

En 2014 la produccion mundial de vino (excluido zumo o mosto) ha sido de 278.8
millones hl, solo 12 millones hl menos que la produccion del 2013. Espafia esta en el
tercer lugar después de Francia e Italia, con una produccion de 41.6 mil hl (Figura 1.2).

La viticultura es una ocupacién antigua que se desarrolla principalmente en los
vifiedos famosos por la calidad del vino y de la uva de mesa. Esta claro que todo el
proceso del trabajo viticola, desde su inicio en el campo hasta la comercializacion del
vino, implica una forma de existencia econdmica que ha perdurado a lo largo de la

historia y actualmente se mantiene.
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INTRODUCCION

6.2 4.1

M Francia
H ltalia
M Espaina
HEEUU

H Argentina

»  Australia

M Surafrica
H China
M Chile

H Alemania

Figura 1.2 Produccion mundial de vino (excluidos zumo y mosto) (mil hl) en el afio 2014 (GAIN-USDA,
Report, 2014).

La comercializacion del vino, en el afio 2014, ha estado dominada por los tres
principales paises productores, Espafia, Francia e Italia, cuyo volumen conjunto de
exportaciones, 57.4 millones hl, acapara el 56% del mercado mundial (Tabla 1.1).

Espafia es el principal exportador mundial por el aumento de la produccién en
2013 y por la desaparicion de la intervencion de la UE que orientaba una parte
importante de la produccion espafiola hacia la destilacion. (GAIN-USDA, Report, 2014).

Tabla 1.1 Principales paises exportadores de vino en el mundo (mil hl).

Valor (millones

Volumen (mil hl) Tipo 2014 2014/2013 variacion

EUR)
Volumen Valor Volumen Valor

2013 2014 2013 2014 (%) (%) (%) (%)

i 18.53 29 56 5 60 246 embotellado 35 64 3 -1
Espafia €spumoso 8 16 3 -13
21.7% variacion 5% variacion granel y >2L 57 20 38 -10

. 2032 2054 501 507  embotellado 60 76 1 1
Italia espumoso 12 17 18 14
1.1% variacion 1.4% variacion granel y >2L 28 8 2 17

. 1454 1439  7.83 773 cembotellado 1 62 0 S

Francia espumoso 12 34 5 8
1.1% variacion 1.3% variacion granel y >2L 18 4 -9 -4

(GAIN-USDA, Report, 2014)

19



INTRODUCCION

Otras de las bondades de la vid es que permite aprovechar los terrenos no aptos
para otros cultivos, e incluso las laderas, con lo que los vifiedos han pasado a
desempefiar un papel importante en la conservacion y la prevencion de la erosion del
suelo. No ha de pasarse por alto la funcion cultural de la vid, siendo considerada desde
la antigiiedad como un elemento de civilizacion.

De las uvas se puede obtener una amplia gama de vinos de calidad superior:
(tintos, blancos, rosados, secos, semidulce, dulce y espumosos) asi como bebidas
espirituosas obtenidas por destilacion (cofiac, vermut, aguardiente etc.). Las uvas de
mesa se puede comer frescas desde mediados de julio hasta finales de octubre, aunque
mediante conservacion adecuada puede extenderse su consume 2 0 3 meses MAs.
También pueden ser reducidas a zumo y como tal comercializadas. Las pasas
representan un producto muy valorado, facil de transportar y almacenar, obtenido por
deshidratacion de las uvas sin semillas. El hollejo como producto secundario del proceso
de vinificacion permite maltiples usos: de su destilacion puede obtenerse aguardiente; de
las semillas, un aceite de uso alimentario; y del residuo, tras la extraccion de las
semillas, abono para la fertilizacion organica del suelo. El valor alimenticio de las uvas
se debe a sus componentes quimicos y sus formas accesibles para el organismo humano:
azucares, minerales, vitaminas, compuestos fenolicos, aromas y acidos organicos, todo
ello con efectos positivos sobre la salud humana (Dejeu, 2011).

La importancia ornamental de la vid se puede evidenciar en la decoracion de los
muros, paredes de las casas, terrazas, merced al cambio del color de las hojas durante el
afo, desde la primavera hasta el otofio.

Cada vez con méas frecuencia la vid es apreciada como una planta con
propiedades terapéuticas. Aunque son conocidas desde la antigliedad las virtudes
terapéuticas del vino, la medicina moderna y las investigaciones recientes han mostrado
la importancia de los compuestos fendlicos del vino como protectores de la salud
cardiovascular, y en la prevencion del cancer y de las enfermedades especificas para la
tercera edad.

Las virtudes referidas para los productos vitivinicolas junto a la importancia
econdmica de la vifia justifican la realidad de la vifia como especie vegetal mas cultivada
en el Planeta (Dejeu L., 2010).
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1.2 Impacto de las enfermedades fungicas en el vifiedo.

El déficit de precipitaciones durante el verano determina una aceleracion de los
estados fenologicos, una reduccion del crecimiento de la baya, un contenido en azucares,
la recoleccion de la uva con dos semanas de antelacion, y una acumulacion de biomasa
vegetativa que influye tanto en la produccion y la calidad de la uva como en la
resistencia de la vifia (Matei et al., 2009). El desarrollo de la vid, como el resto de los
cultivos, se ve influenciado no solo por las condiciones climatologicas (temperatura y
humedad) sino también por la naturaleza del suelo, las caracteristicas de la propia planta
(variedad, patron) y las labores agronomicas (tipo de poda, fertilizacion, riego). El
conjunto de estos factores condiciona el ataque de los diversos parasitos, y en funcion de
ellos se debe establecer la estrategia de proteccion.

De acuerdo con la Convocatoria de proyectos de 2014 “Retos de la [+D+i en
Viticultura y Enologia: nuevas demandas y cambio climatico”, el Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentacion de Espafia) I.N.ILA. hizo un
Ilamamiento a los investigadores para fomentar la participacion, la concentracién de
esfuerzos y la cooperacion entre los sectores publico y privado en materia de I+D+i
como mecanismo para afrontar los retos tecnolégicos generados por el cambio climatico.

La Junta de Castilla y Leon presenta periddicamente en su pagina web de
Agricultura y Ganaderia sus Boletines Fitosanitarios e informa periédicamente a través
de informes del Instituto Tecnoldgico Agrario (ITACyL) a la Asociacion Agraria de
Jovenes Agricultores (ASAJA) del control de enfermedades y plagas. Por ejemplo, el
Boletin Fitosanitario de la JCyL n® 4 de 2010 informé de la “Excoriosis de la vid” o
enfermedad producida por el hongo Phomopsis viticola (Sacc.) en época de lluvias en el
inicio de la brotacion de los cultivos; y el Boletin Fitosanitario n° 1 de 2011 preconizo
la forma de erradicacion de la “Flavescencia Dorada de la vid” producida por una
bacteria sin pared celular y transmitido de cepa en cepa por un insecto (la cicadela).
Aparte los informes periddicos agroganaderos del ITACyL han venido informando del
progresivo avance de la yesca y como ocurre cada vez en plantas méas jovenes, llegando

a ser una situacién generalizada en todas las zonas viticolas.
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Aunque el control de la enfermedad de la yesca es muy complicado, es importante
que el sector disponga de herramientas o medidas que eviten su propagacion y por ello la
Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la Junta de Castilla y Leon ha venido
estableciendo desde el afio 2014 un programa de monitorizacion y seguimiento del
vifiedo y la creacion de un Plan Director de lucha contra las plagas agricolas. EI ITACyL
ha establecido niveles de afectacion en cada plantacion, en base a la incidencia de la
enfermedad (porcentaje de las cepas evaluadas presentando sintomatologia compatible
con yesca), y de su severidad (porcentaje de cada planta afectada por la expresion de
sintomas, desde menos de un tercio de la planta a afectaciéon total traducida en su
muerte).

Es preciso resefiar que se han detectado plantas con sintomatologia compatible con
la yesca y eutipiosis en todas las provincias, si bien en las que se ha observado un mayor
porcentaje de incidencia han sido: Avila (5,79%), Zamora (3,69%), Burgos (3,64%),
Soria (2,13%) y Valladolid (1,69%), mientras que en los casos de Ledn, Palencia,
Salamanca y Segovia la incidencia observada parece mas testimonial, menor del 1%. En
cuanto a Figuras de Calidad, las Denominaciones de Origen de Toro (5,76%) y Ribera
de Duero (3,20%) han sido las que mayor incidencia han presentado. Incidencias
globales entre el 2% y el 3% se han detectado en los casos de Cigales y Tierra del Vino
de Zamora. Por encima del 1% en Arlanza, Arribes, Bierzo, Rueda y Valles de
Benavente. En Tierra de Ledn, Sierra de Salamanca y Valtiendas la incidencia ha sido
menor al 1%.

Las principales enfermedades sefialadas con una clara evidencia son Yesca,
Eutipiosis, Enfermedad de Petri, Pie Negro y Enfermedad de brazo muerto en las cuales
estan involucradas una variedad de hongos patégenos que afectan la madera de la vid y
que finalmente conduce a la muerte de la planta. El control es problematico tanto por el
desconocimiento existente sobre el grado de resistencia de las diversas variedades como
por la indefension derivada de la prohibicion de uso de los fungicidas tradicionales.

El Real Decreto 1311/2012, traspuso la Directiva Marco Comunitaria de Uso
Sostenible de los productos fitosanitarios a nuestro marco normativo. Por su parte, el
Plan de Accion Nacional ha establecido las medidas a adoptar durante el periodo 2013-

2017 y en la Guia de Gestion integrada de plagas de la uva de transformacion (GIP) del
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MAGRAMA de 2014, se ha aportado nueva informacion de caracter técnico, asi como
un apartado de bibliografia especializada en la que se deja atras la forma convencional
de abordar los problemas fitosanitarios para el control agrondémico de plagas y
enfermedades de la vid. Al tiempo, se preconiza la investigacion sobre nuevas

tecnologias de higienizacion y control.

1.3 Técnicas de adaptacion y mitigacion para la higienizacion y el
control de hongos patogenos.

Partiendo del hecho de que los fungicidas con potencial control sobre las
enfermedades de la madera de la vid han sido prohibidos y no hay un tratamiento
disponible eficaz, resulta imprescindible por lo tanto se requiere un desarrollo de
alternativas sostenibles e innovadoras para la gestion de estas enfermedades.
Obviamente, las investigaciones han de basarse en la Ecologia de los microorganismos
implicados que habitan en la madera de la vid pero se hace necesario desarrollar nuevas
estrategias de control biologico (Tabla 1.2).

El problema derivado de las enfermedades fungicas y bacterianas de la madera por
pérdidas de rendimiento y de calidad de los productos de las parcelas afectadas ha hecho
que la comunidad cientifica este aplicando enormes esfuerzos para tratar de paliar sus
efectos. Sin embargo, hasta que los resultados esperados sean alcanzados, solo las
medidas profilacticas y las buenas practicas culturales constituyen la Gnica estrategia
préactica para minimizar la incidencia de los decaimientos de la vid. En los Gltimos afios
varias lineas de trabajo estan desarrollando métodos dirigidos a mejorar la
multiplicacién de plantas en vivero que presenten menos problemas fitosanitarios
(Bleach et al., 2013; Gramaje et al., 2010).

De acuerdo con las fichas y registros de productos fitosanitarios del Ministerio
Espafiol (MAGRAMA), el tratamiento de las plantas enfermas puede realizarse con

sales de cobre, como oxicloruro de cobre y sulfato tribasico de cobre, una vez que
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Tabla 1.2 Principales enfermedades de la madera de la vid, hongos implicados, sintomatologia y métodos de control.

Hongos patogenos Metodo de . . . "Lucha biologica
Enfermedad . g patog Ref. Estado de la planta L Sintomatologia "Practicas culturales™ . g y Ref.
implicados contaminacion quimica
Jaspers &
. Forma cronica: decoloraciones y Mostert 2008;
T Larignon & . L . Marcar las cepas enfermas en verano. .
Yesca Fomitiporia punctata Planta adulta Através de las  necrosis internerviales en las Posterior poda o arranaue durante el Trichoderma s Gramaje et al.,
Stereum hirsutum Dubos, 1997, heridas de poda. ~hojas, manifestacion erratica, . P q op- 2009; Herche
Mugnai et al., racimos pasificados. ' & Gubler,
1999; Armengol 2010
etal, ?001’ Forma rapida (apoplejica): Poda tardia,en tiempo seco yno enlos 4 |Cubiet 50%, Ciproconazol (VW.AA
Martin & Mmuerte repentina en verano, dias posteriores a la lluvia. Primero podar  |10% [WG] P/P (para la 1987);
Cabos, 2007 muerte de uno o varios brazos de|las cepas sanas. En vifia joven poda en Yesca) MAGRAMA,2
la cepa entera. verde. 014
Lecomte et al.,
. . . . -~ . . . . Armengol et. al.
2012; Martin & Através de las  Aparicion de brotes débilesy  |Evitar los grande cortes, o mas verticales  |Sales de cobre (oxicloruro de 20043, 2004b-
Eutipiosis  Eutypa lata Martin 2013; Planta adulta heridas de poda, hojas pequefias, necrosis dura, |posibles. Sellar con un mastic protector las |cobre y sulfato tribasico de ' '
. . . L . L Beltran et al.
Martin et al., viento, lluvia. oscurecimiento de la madera. heridas de poda. Destruir residuos de poda. |cobre). 2004
2009
Peti ler recimiento raquiti I
Pa. chlamydospora et & GUI? o - Através de las Crecimiento raquitico de la Bleach et al,
. 2005; Alaniz et Plantas jovenes, en . planta, exudado gomoso, I . .
Enfermedad de Phaeoacremonium spp. ] ] heridas de poda, L . No fertilizacion nitrogenada en los primeros ] ; 2008; Gramaje
. al., 2009;  viveros y nuevas ) ) decaimiento progresivo y - Agua caliente (54°C/30 min)
Petri Nuevo: Cladosphora . . viento, lluvia, . 5 afios. etal., 2010,
luteo-olivacea Martinetal,, plantaciones suelo marchitez de la planta, fallos en la 2013)
2011 soldadura del injerto.
Petit & Gubler, X
. . A través del . ] " .
Cylindrocarpon s 2005; Alaniz et Plantas jovenes hasta 10 proceso de Leziones necroticas, reduccion Desinfectar la herramienta de poda con Pertxido de hidrgeno (agua
Pie negro Ilyonectria pon spp. al., 2009; afos deJe dad snraizamiento en enlamasa ra dicular, formol, alcohol al 70%, sulfato de cobre 0 |oxigenada al 25%) a la dosis ~ Garaia, 2014
Y Martin et al., ; ' lejia al 10% durante 1 0 2 minutos. de 1%,
vivero.
2011
Savocchia et al.,
2007; Martos .
. . . ) . . - Tebuconazol 2%-+resinas
Botryosphariaceae: Arias, 2008; i Desecaciones foliares aparicion - Armengol et
- . . . Através de las " . - . sinteticas 82%
Brazo muerto Diplodia seriata, Urbez-Torres et Planta adulta heridas de poda de zonas necrdticas en la corteza |En nuevas plantaciones, utilizar material Compostaie cerrado v abierto al.2002
(BDA) Neofusicoccum al., 2009; ) .p " del. Puede confundirse conla  |sano. . P ) _J y Matei et al.
viento, lluvia. . Biopesticidas
parvum Spagnolo et al., yesca 0 la eutipa. (Quitosano/Propokeo) 2014, 2015
2010; Martin, Qu P
2013
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finalice la caida de la hoja y al objeto de limitar la incidencia de esta enfermedad
(Armengol et. al. 2001, 2001b; Beltran et al. 2004). El tratamiento debe ser efectuado
asegurando un buen mojado de las plantas.

Como método alternativo algunos grupos de investigacion de la UPM (Prof. José
Maria Duran Altisent), y Cooperativas, han demostrado la eficacia de la aplicacién por
pulverizacion de peroxido de hidrégeno (agua oxigenada al 25%) a la dosis de 1%,
inmediatamente después de la caida de la hoja (Garaia, 2014).

El grupo de trabajo del Prof. Duran de Hortofruticultura de la UPM y el ITACYL
viene haciendo ensayos con antifingicos naturales y con productos comercializados
(algunos, sustancias activas que hoy estan excluidas del Anexo | de la Directiva
91/414/CEE, como el DNOC (4,3-dinitro-o-cresol)). También se han efectuado ensayos
sin éxito utilizando Cubiet 50%, mediante pulverizacion normal, mojando bien los
cortes de poda y el tronco, y en periodo de parada vegetativa (VV.AA. 1987), ensayado
sin éxito con resinas sintéticas al 82% y tebuconazol al 2% aplicado con pincel sobre las
heridas o cortes de poda (Armengol et al.2002, 2001b).

Mas reciente se han presentado estudios sobre la eficacia de oligdbmeros de
quitosano (Matei et al., 2015) como también de quitosano y nanometales frente a
Diplodia seriata, hongo patdgeno xil6fago que habita en las heridas de la poda de la vid
(Patente OEPM Madrid, Cod: P201431591, 2014).

Es preciso destacar, dentro de los proyectos europeos de cooperacion en Ciencia y
Tecnologia sobre el tema de control sostenible, el proyecto europeo LIFE AGRO
integra, liderado por el Gobierno de Navarra y cuyo objetivo es minimizar el riesgo
medioambiental en la proteccion de cultivos de cereales, horticolas, frutales y vifia, en el
control de plagas, enfermedades y malas hierbas.

Gramaje et al. (2014) presenta como primer estudio epidemioldgico dentro del
proyecto COST Action FA 1303 “Sustainable control of grapevine trunk diseases”
(2013-2017), el ciclo de la vida de los patdgenos responsables de las principales
enfermedades criptogamicas. Este estudio demuestra la influencia de los factores
medioambientales y estacionales en la aparicion de los sintomas de la enfermedad. Se

observa que en la estacion de verano y otofio no hay cambios en el tejido sano en la
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actividad de los hongos pero si en el de las bacterias y en particular en invierno (Figura

1.3).

La madera de las vides maduras (15-25 afios) es siempre necrotica y pocas

especies fungicas colonizan estas areas dafiadas (Bruezi et al., 2013). La apoplejia o

Yesca normalmente solo aparece en verano (Figura 1.4) debido a una variacion entre los

periodos lluviosos y secos, ademas de por la aparicion de lesiones o heridas causadas por

heladas o granizo que favorecen la penetracion de Fomitiporia punctata, Di. seriata,

Phaeoacremonium ssp., y otros hongos a partir de las heridas resultantes también por la

poda de invierno.

Residuos de poda

Estado latente

A 4

Conidia

[

{

Botryosphaeria dieback

Cancro

()

i\

Maderainfectada

Inéculo que se
transmite por:
-artropodos

-aguay viento

Heridas producidas por:
-poda

-accidentes climaticos
-practicas culturales

—

Incidencia por la poda:
- muy alta después de la poda
- baja en el intervalo entre la poda y el alto nivel de infeccion

Figura 1.3 Ciclo de la vida de los patdgenos responsable del decaimiento de la vid por Botryospheriaceae
(Gramaje et al, 2014, COST Action FA 1303)
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Estado latente
Peritecas (Togninia minima)
Picnidias (Pa. chlamidospora)

Residuos de poda

[ Inéeulo del seuelo ] Ascosporas (T. minima)
Picnosporas (Pa. chlamidospora)

\ ._ [ Esca/Petrienfermedad ]
\"“ T Indculo que se
Pm.aleophilum \ % Pa. chlamidospora Conidioforas - )
v con conidios transmite por:
- -artrépodos
Raiz -aguay viento
Xilema
—_—— Demostrado Heridas de poda |€
......... > Hipotético
Incidencia por la poda: Pa. chlamidospora todo el invierno

Pm.aleophilum después del lloro, excepto para inviernos suaves
D. seriata después del lloro

Figura 1.4 Ciclo de la vida de los patdgenos responsable de la Yesca y la enfermedad de Petri (Gramaje et
al, 2014, COST Action FA 1303)

1.3.1 Procesos de compostaje para la higienizacion de residuos viticolas.

1.3.1.1 Residuos lignocelulosicos de la poda de la vid

Los residuos lignocelucosicos mas importantes de la industria enoldgica son los
sarmientos de la poda en seco de las cepas. Como se ha indicado anteriormente, Espafia
alcanzo, en el afio 2013, la produccidn record de 50.5 millones hl, alcanzando con ello el
primer lugar, a nivel mundial, entre los paises productores. Asimismo, se generaron por
poda 2.9 t (entre 2-5 t/afio, Mancera et al., 2012) de sarmientos cuyo volumen y
tratamiento reviste especial significacion. De hecho, tales sarmientos son abandonados
por los viticultores cerca de las parcelas y durante un tiempo indeterminado para que
sufran un proceso de descomposicidn descontrolada (no higieniza los sarmientos) y que
una vez incorporados de nuevo a la vifia como fuente de materia orgéanica (también
practica habitual) contribuyen a infectar y extender la contaminacion por hongos en
plantas sanas.

Los sarmientos de la poda de la vid se consideran como residuos fésiles y cuando
se queman, incrementan el nivel de CO; en la atmosfera y si se abandonan en las
parcelas, constituyen una fuente de inoculo para las enfermedades criptogamicas e

incrementan su incidencia, siendo inclusive mayor en las cepas podadas en comparacion
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con las cepas sin podar (Larignon, 2012). Ensayos efectuados por nosotros en una
estancia en Rumania (Matei et al., 2010) demuestran que un namero elevado de
intervenciones o cortes de poda (Royat doble) producidos sobre la variedad Feteasca
regala, determina una mayor incidencia de la enfermedad de yesca (Figura 1.5).

Por su propia naturaleza, este tipo de biomasa (sarmientos de la poda de la vid),
requiere de una serie de pretratamientos o transformaciones para ser objeto de un
aprovechamiento eficiente debido a los siguientes inconvenientes: gran tamafio de las
piezas; gran dispersion de los residuos; dificultad de transporte y manipulacion;
heterogeneidad y poca uniformidad; elevado contenido en humedad e incremento de la
humedad; reducida densidad; presencia de residuos no aprovechables como arena,

piedras, metales, etc.; fermentacion de la biomasa amontonada.
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Figura 1.5 Tipos de poda aplicados en un vifiedo de Rumania y sus incidencia (Yesca) sobre la variedad
Feteasca regala (Matei et al., 2010).

Los residuos lignoceluldsicos presentan una gran resistencia a la biodegradacion.
Las fibras vegetales se pueden considerar como compuestos de fibras de celulosa que se
mantienen unidos por una matriz formada por lignina y hemicelulosa (Jayaraman, 2003),
cuya funcion es actuar como una barrera natural a la degradacién microbiana y como
proteccion mecanica. Segun Spiridon y Popa (2008) los xilanos son uno de los
principales componentes de los materiales lignocelulosicos, correspondiendo a 25-35%
de la masa total de la hemicelulosa. Los sarmientos de la vid tienen menos hemicelul osa
(67%) que otros residuos agricolas (paja de trigo, tallos de girasol, tallos de algodén,

paja de arroz etc.), pero similar a la del pino y superior al de las podas de olivo. El
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contenido de lignina (20%) es similar al del eucalipto y al de los materiales arriba
mencionados (Jiménez et al., 2004).

Se ha visto que utilizando sarmientos de la poda de la vid como materia prima para
la obtencion de la pasta para papel por el método kraft, presenta mayor calidad con
mayor contenido de celulosa (74%) y también en lignina (17%) que las pastas de paja de
trigo y de podas de olivo consideradas (Jiménez et al., 2004).

La hemicelulosa comprende entre 20 y 50% de los polisacaridos presentes en el
material lignocelulosico, y por lo tanto contribuye significativamente a la produccién de
biocombustible. Los sarmientos son considerados como residuos con un potencial
interés energético por su poder calorifico (0.28-0.35 Kcal t*) (De Juana et al., 2003). Se
utilizan como combustible en calderas y hornos, y permite obtener agua caliente para
ser utilizada en diferentes instalaciones de bodegas, ya sea para el lavado de los tanques,
calefaccion o incluso generacion de electricidad (Celma et al, 2001).

La utilizacion de los sarmientos de la poda de la vid como biomasa presenta una
serie de inconvenientes medioambientales y econdmicos derivados del bajo rendimiento
de las calderas de biomasa respecto al rendimiento de las de combustibles fosiles
(Demirbas, 2005). Esto se debe a que los sitemas de alimentacion y de eliminacion de
particulas de los gases de escape son muy complejos, y se necesita gran espacio para su
almacenamiento (Fernandez, 2009) y asi como la dispersion del recurso en el espacio
que conlleva costes significativos (Johnson et al., 2012).

La eliminacion de los residuos lignocelulosicos se puede realizar mediante
procesos de compostaje como un control fitosanitario de higienizacion para conseguir un
producto libre de hongos fitopatoldgicos contaminantes o toxicos acumulados, y ayuda a
mejorar las caracteristicas del suelo.

El compostaje de los sarmientos de la poda de la vid requiere de la adicion de

materiales organicos biodegradables como fuentes de nitrogeno y humedad.

1.3.1.2 Materiales organicos nitrogenados

La aportacion nitrogenada para llevar a cabo el proceso de compostaje requiere

materia organica rica en nitrégeno como el estiércol. EI material original, que no ha

29



INTRODUCCION

sufrido ninguna transformacion o se encuentra iniciandola, no es apropiado para el uso
agricola y puede plantear problemas sanitarios.

A menudo se utiliza la relacion C/N del sustrato para prevenir la importancia del
fendbmeno de inmovilizacion neta por la incorporacion en el suelo de un abono organico.
Los materiales con una relaciéon C/N baja favorecen la mineralizacién neta del nitrégeno
mientras que, los materiales con una relacion C/N alta favorecen la inmovilizacion
(Urbano Terrdn, 2002). Antes de realizar el proceso de compostaje de los sarmientos
debemos conocer qué tipo de aditivo nitrogenado es el mas adecuado para la
degradacion de este tipo de residuo sabiendo que tiene un contenido muy alto en C y son
residuos lignocelulosicos que compostan muy dificilmente. Los estiércoles son residuos
agricolas muy ricos en nitrégeno (sobre todo inorganico) y sirven como inoculantes

microbianos (gj.: estiércol de gallina y el estiércol de oveja) (Tabla 1.3).

Tabla 1.3 Microorganismos presentes en los estiércoles (UGC/g) a utilizar en la elaboracién de compost
(Tortosa et a., 2012).

Microorganismos log (UFC/g)

Fuentes Aeréb,ic.:os Hongos y Actinomycetes
Mesofilicos  Levaduras
Estiercol de ovejas 6,30 3,30 1,00
Estiercol de gallina 9,00 4,50 1,00
Promedio 7,65 3,90 1,00
c 1,91 0,85 0,00

(UGC/g): unidades formadoras de colonias por gramo de muestra
o: Errores estandar

En la actualidad la aplicacion agronémica del estiércol de gallina constituye la
opcion de gestibn mas importante por razones economicas como de valorizacion de
nutrientes. Como tratamientos para este residuo agricola destacamos la incineracion o
gasificacion (calor aprovechado para la produccion de energia eléctrica), la digestion
anaerobia, el aprovechamiento de biogas (Flotats et al. 2004) y el proceso de co-
compostaje. La gallinaza, es un residuo poco manejable por su fuerte olor y los
problemas que genera en el sitio de disposicion final.

Estos olores desagradables provocados por la degradacion en condiciones

anaerodbicas tienen como consecuencia la generacion de gases organicos (biogas) como
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metano, gases de efecto invernadero que deben ser captados y tratados antes de ser
emitiditos a la atmosfera (Bueno et al, 2008), lo que también supone dificultades
técnicas y econdmicas.

Otro estiércol con alto contenido en nitr6geno, aunque inferior al de gallinaza, es
el estiércol de oveja, que no desprende demasiado mal olor. Presenta la peculiaridad de
ser especialmente rico en cloruro potésico. El estiércol de oveja es bastante seco por lo
cual es necesario regar las capas en el proceso de compostaje. Composta mas tarde y con
una temperatura termofilica de solo 55-60°C, fase que dura alrededor de dos semanas del
inicio.
1.3.1.3 Sistemas de compostaje abiertos y cerrados para la higienizacion de

hongos patdgeno

En la naturaleza el compostaje de la materia orgénica se desarrolla en condiciones
de aerobiosis. No obstante, en un proceso industrial puede realizarse tanto en presencia
como en ausencia de oxigeno (microorganismos diferentes) presentando ventajas y

desventajas conocidas como las que aparecen resumidas en la tabla 1.4.

Tabla 1.4 Ventajas y desventajas en los procesos aerobios y anaerobios de compostaje

Compostaje aerobio Compostaje anaerobio

Ventajas
Se efectla en presencia de oxigeno y de  Se efectia en defecto de oxigeno y por

forma controlada. Es un proceso rapido y = medio de digestores anaerobios. En
se obtiene un producto con una buena  condiciones de hermeticidad no da
higienizacion y calidad. problemas de olores y posibilita la
utilizacion de biogas.
Desventajas
Emision de malos olores y vapor de agua. Mala higienizacion, interrupcion del proceso
Caida de temperatura por la condiciones de nitrificacion, peligros de incendios y
climéticas. necesidad de llevar a cabo un compostaje
aerobio al final del proceso en condiciones

de aerobiosis.
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El factor sobre el que mas se puede influir durante el proceso de compostaje es el

suministro de oxigeno, por lo que en todos los sistemas la aireacion es fundamental la

aireacion natural, forzada y por volteo (Allué, 1993).

La eleccion del método de compostaje, teniendo en cuenta las condiciones

econdmicas, depende de otros factores tales como la disponibilidad de espacio, la

cantidad de residuo a tratar, etc. En la Figura 1.6 se presenta un resumen de los dos

procesos de compostaje (abierto y cerrado) empleados con una mezcla de estiércol de

gallina en combinacion con los sarmientos de la poda de la vid en una proporcion de 2:1

(C/N) para una correcta higienizacion (Matei et al, 2014 y Sanchez et al 2014).

El compostaje en sistema abierto mas simple conocido es la pila. Requiere mucho

espacio, aunque es mas barato que los sistemas de compostaje cerrados.

] Material organico Material vegetal .
] . B Otrosresiduos
=z | (agente nitrificante) 7 (agente estructurante) (5%)
0O (65%) g (25%)
Qo ]
< | e
E Estiéreol de gallina Re:stosde. la poda de la Paja de c?'real (Cen.tro de
i s vid (Cubillas de Santa i Formacién Profesional
o (granja Hibramer) . %
o Marta, Valladolid) i Vifialta Palendia)
e A e - e T T T R
2 Separacién de £ Primera capa para
& | impurezas, obtencién |’ Trituracién ha p

lixiviados
de desechos

I - ‘ 1 N ! _____ .............

MONTAIE POR CAPAS

BIODIGESTOR

PILAVOLTEADA CERRADO ("BOX")

TeC, H%, volteo, TeC, H%, ventilacion,
riego : riego

MATERIAL BASE
PROPORCION

PROCEDENCIA

TRATAMIENTO

SISTEMA DE
COMPOSTAIE

DESCOMPOSICION
MADURACION

HIGIENIZACION

Figura 1.6 Esquema de los procesos de compostaje (abierto y cerrado) en pila y biodigestor cerrado
utilizando una mezcla de gallinaza y sarmientos de la poda de la vid en una relacion C/N de 2:1 (Matei et

al., 2014, Sanchez et al., 2014).
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Este sistema de compostaje da buenos resultados si se voltea periédicamente la
masa apilada (a medida que la temperatura baja), con objeto de introducir el material de
la parte externa al interior e higienizar asi toda la masa por igual. El riego se emplea para
evitar el desecamiento del monton que puede producirse mas facilmente cuando la
materia organica que se va a compostar tiene una alta proporcion de lignina y celulosa, y
en zonas o épocas calurosas. Si la temperatura sobrepasa los 70°C se puede regar el
montdn para hacer descender la temperatura.

La duracion del proceso de higienizacién, como el de biodegradacién, depende del
tipo de materiales utilizado. Al utilizar los sarmientos de la poda de la vid como agente
estructurante (agent bulking) para compostar en varias mezclas con estiércol de vacuno
se observa la higienizacion del material por la inactivacion de Fusarium oxysporum por
las altas temperaturas (Bustamante et al., 2012). El aumento de la temperatura se ve
afectado por el aumento del volumen de la carga de material puesto a compostar. El
compost obtenido muestra grados suficientes de estabilidad y madurez como también
una dilucion de metales pesados en el contenido La utilizacién alternativa de purines de
cerdo para el compostaje de sarmientos de la poda de la vid, realizada por Bustamante et
al (2015) ha servido para constatar el efecto supresor contra Fusarium oxysporum de
este compost aparte de mostrar propiedades fisicas adecuadas para su uso como sustrato
de cultivo.

Las altas temperaturas del proceso de compostaje dependen también de la estacion
en cual se desarrolla. La eficiencia del proceso de compostaje de lodos de depuradora
con la inactivacién de los microorganismos patdgenos es mas alta en verano (9 dias) que
en invierno (29 dias), debido a las altas temperaturas que se alcanzan (Kaszewska et al.,
2006).

El sistema cerrado de compostaje se suele utilizar para la fase de higienizacion y
descomposicion, mientras que para la de maturacion se suele emplear el sistema de pilas
volteadas. Estos sistemas requieren menos espacio y reduce tanto el tiempo de
compostaje como el de higienizacién (en 2 dias después de alcanzar las temperaturas
termofilicas) (Dunkley et al., 2011). Asimismo, minimizan el impacto por emisiones de

sustancias volatiles que provocan malos olores (Sdnchez et al., 2008). No obstante, estos
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sistemas son mucho mas caros, tanto en lo que se refiere a costes de equipamiento como
de mantenimiento.

El biodigestor permanece cerrado en todo momento, salvo en las operaciones de
adicion de materiales y agua. Es evidente que, si por causas ajenas al propio proceso
fuera necesario, se podria establecer la temperatura comprendidas entre 60-70°C por
ventilacion con aire caliente.

Los componentes del biodigestor cerrado discontinuo utilizado para los ensayos de
la presente tesis (disefiado por el equipo de investigacion del departamento de Ciencias
Afroforestales, ETSIIA UVa) (Sanchez et al., 2008) son dos fundamentalmente:

- Modulo Box-Compost, envolvente contenedora de los compostadores;

- Dispositivo Compostronic, encargado del acondicionamiento de temperatura y
humedad del material tratado y el control automatico de todo el proceso de
biodigestion.

La operacion de llenado se empieza colocando en capas los distintos materiales a
compostar, en proporciones dependientes de los ingredientes de la mezcla y de los
contenidos en carbono y nitrogeno. Erickson et al. (2009) observaron una buena
higienizacion (Salmonella spp) del compost para una relacion C/N 20:1 en comparacion
con la relacion de 40:1 que desarrolla una temperatura mas alta pero no una inhibicién
mas rapida. Por ultimo, a partir del contenido en humedad de cada uno de los materiales
usados se calcula el peso de agua necesaria. Para camas muy secas, como la de los
sarmientos de la poda de la vid, es imprescindible ajustar la humedad.

Para un buen control del proceso de compostaje se dispone de un dispositivo
HOBO data logger dotado de registradores de datos con 4 canales externos y de 4
sensores externos de temperatura (60-70°C) que se introducen en varias alturas en las

capas del biodigestor.

() Microbiologia del proceso de compostaje.

El proceso de compostaje es un proceso dinamico de microorganismos
quimioheterdtrofos: una poblacion comienza a aparecer mientras otras alcanzan su
maximo o ya estan desapareciendo. Se trata de poblaciones microbianas constituidas por

bacterias, hongos, actinomicetos que degradan secuencialmente la materia organica en
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presencia del oxigeno (Moreno, 2008) generando energia en forma de calor (Tabla 1.5).

El tipo predominante va a depender de las condiciones nutricionales y ambientales.

Tabla 1.5 Caracteristicas de los microorganismos del proceso de compostaje

Grupo Caracteristicas

Bacterias Siempre presentes en el compost y dominantes en calidad y cantidad. Fuerte crecimiento si
la relacién C/N es baja y la humedad elevada. Amplio espectro de actividad en gran
margen de pH, sobre todo en sustratos frescos (Pseudomonas: géneros Bacillus,
Thiubacillus y Enterobacter).

Hongos Dominantes en la degradacidon de celulosa y lignina. Biomasa superior a las bacterias si se
desarrolla con niveles de humedad més bajos y toleran gamas de pH méas amplias que las
bacterias (Aspergillus, Acremonium, Alternaria, Fusarium)

Actinomicetos  Degradan las sustancias que no han degradado bacterias ni hongos. Neutrofiles, toleran el
pH ligeramente basico y son poco competitivos con otros grupos. Se desarrollan en las
fases finales de maduracion.

Algas Organismos con clorofila, se sitdan en los primeros 10 cm de la capa superficial utilizando
las sales minerales. En ausencia de luz se puede volver heterétrofos.

Protozoos Grupo heterogéneo de unicelulares méviles. Necesitan un medio hiimedo. Grandes
consumidores de bacterias y de otros microorganismos.

Por lo que respecta al compostaje, se trata de un proceso microbioldgico aerobio,
realizado en condiciones controladas, que permiten el establecimiento de temperaturas
termofilas y cuyo producto final es una materia organica analoga al humus del suelo,
libre de patdgenos y semillas de malas hierbas, y que ejerce un efecto beneficioso sobre
las plantas (Haug, 1993).

En primer lugar, se trata de un proceso microbiol6gico aerobio. Conviene indicar
que, en lineas generales, los microorganismos se pueden clasificar en aerobios y
anaerobios.

Microorganismos aerobios: necesitan oxigeno molecular para vivir; cuando actdan
sobre la materia organica que les sirve de alimento convierten aquella en un material que
se puede asimilar al humus; su actividad se acompafia de desprendimiento de didxido de
carbono, agua y calor.

Microorganismos anaerobios: no necesitan oxigeno molecular para vivir; cuando
actlan sobre la materia organica forman un lodo anaerobio y una mezcla de gases o

biogas (metano y dioxido de carbono principalmente). En la digestién anaerobia se
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forman muy diversos compuestos intermedios, muchos de los cuales son origen de
malos olores.

El compostaje es un “proceso microbiologico aerobio”, por lo tanto no debe ser
origen de malos olores. En la definicion se habla de “condiciones controladas” para
distinguir el compostaje de los procesos que pueden tener lugar cuando la materia
organica biodegradable se abandona o se deja en un montén o pila sin adecuado control.

Como consecuencia de la actividad metabdlica de estos microorganismos la
temperatura aumenta rapidamente, la variacion térmica tiene cuatro fases:

Al iniciarse el proceso de compostaje, fase mesofilica (10-42°C), la masa esta a
temperatura ambiente y empiezan a actuar las bacterias y los hongos mesofilos y
termotolerantes que utilizan sustancias carbonadas solubles y de facil degradacion como
los azlcares, grasas y aminoacidos. Las bacterias con metabolismo oxidativo y
fermentativo son las que alcanzan mayores niveles en esta fase, sobre todo bacterias
Gram negativas y productoras de acido lactico (Ryckeboer et al., 2003). Son pocos los
hongos presentes en esta fase.

En la fase termofilica (45-75°C) se alcanzan temperaturas suficientes para la
eliminacion de semillas de malas hierbas, patdgenos y de humedad. En las primeras
etapas de esta fase empiezan a predominar los actinomicetos (Streptomycetos) que, junto
con los Bacillus, comienzan a metabolizar las proteinas, incrementando la liberacién de
amoniaco con la consiguiente alcalinizacion. En la fase termoéfila se metabolizan
sustancias de facil degradacion y moléculas como la lignina (Tuomela et al., 2000).

La actividad microbiana continua siendo muy intensa y la temperatura sigue
aumentando hasta 60°C, donde la degradacion se produce exclusivamente por bacterias
termofilas. Por encima de esta temperatura el calor inhibe a los microorganismos y
solubiliza el oxigeno, lo que provoca la disminucion de la actividad microbiana y como
consecuencia un descenso de la temperatura.

La siguiente fase (fase de enfriamiento) comienza cuando la temperatura es
elevada y la fuente de carbono limitada. Se caracteriza por el crecimiento de otra
poblacién mesdéfila y predominan hongos y actinomicetos que son capaces de degradar

compuestos complejos. Estos microorganismos proceden del entorno o de esporas que
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resistieron la fase termofilica y son atacados los compuestos como celulosas y
hemicelulosas.

La fase de maduracion se realiza a temperatura ambiente, y suele durar unos
meses. Los microorganismos que aparecen en esta Ultima etapa son muy diversos y
estables: a la poblacién de bacterias y hongos se suma la accion de protozoos,
nematodos y miridpodos. Estos microorganismos ayudan a la degradacion final de los
compuestos mas resistentes y a la estabilidad final de la materia organica.

La inactivacion de los hongos patégenos en la obtencion de varios abonos de
origen diferente es un criterio clave para la seleccion del porcentaje para la
comercializacion. Hoitink and Fahy (1986) demostraron que esta capacidad de
inactivacién se adquiere en la mayoria de los casos después de la fase termofilica.

Gugino y Travis (2003) evaluaron la eficacia de varios tipos de compost en la
supresion de la Cylindrocarpon destructans. En este estudio, la poblacion de Ca.
destructans se monitorizd en tiempo en las mezclas de suelo con series de diluciones de
0, 10, 25 y 50% de compost. Los resultados preliminares indicaron una reduccion cada
vez mayor en la poblacion Ca. destructans a medida que la cantidad de compost
aumento de 0 a 50%. Por otra parte, varios microorganismos fueron aislados de estos
compost, demostrando antagonismo in vitro frente a Ca. destructans.

El producto final de un buen compostaje debe ser:

- Un material analogo al humus del suelo que ejerce efectos beneficiosos sobre

las plantas;

- Debe estar libre de patdgenos y de semillas de malas hierbas. Esta ausencia se

debe a la implantacion de temperaturas terméfilas durante un tiempo adecuado
y a la formacion de antibidticos durante la fase de maduracion.

Con el fin de garantizar unas condiciones de higienizacién adecuadas, la
legislacion indica, sobre todo en el caso de determinados residuos, el tiempo durante el
cual la temperatura debe ser superior a un determinado valor (generalmente, 60°C). Se
puede hablar de (Lawson et al., 1999):

- Calidad fisica (color, humedad, olor, textura, granulometria, conductividad

eléctrica y apariencia general);
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- Calidad quimica (principalmente, relacion C/N y contenido en nutrientes, que
permiten su clasificacion como sustituto de la turba, enmienda organica,
abono organico o abono organo-mineral);

- Calidad bioldgica (indice de germinacion, ausencia de patdgenos y presencia
de determinados microorganismos, generalmente, relacionados con su
posibilidad de controlar enfermedades de las plantas).

- Dependiendo de su grado de madurez el producto final puede usarse
(Cummins et al, 1993; Liao et al. 1994a; Donald et al. 1996):

- Como acondicionador del suelo: en mejora y aumento de fertilidad de suelos
agricolas, restauracion de terrenos degradados, etc.

- Como abono organico. En este caso, contribuye, simultaneamente, a la mejora
de la fertilidad del suelo y al ahorro de fertilizantes quimicos, cuya obtencién
es siempre origen de contaminaciones. Quizds una de las dificultades para
llegar a la obtencién de un abono organico resida en la reticencia del ganadero
y el agricultor a dedicarse a actividades que no son especificamente ganaderas
0 agricolas.

La idea innovadora de este estudio (y primero de los objetivos de la Tesis
Doctoral) es la eliminacion de los restos de madera contaminada de los vifiedos
(sarmientos y restos de poda) mediante transformacion por compostaje en un producto
higienizado. El proceso de compostaje que se propone pretende conjugar las ventajas de
los contenidos de carbono de los sarmientos y su naturaleza estructurante con los
contenidos ricos en nitrogeno del estiércol de gallina. Nuestra hipétesis de investigacion
consiste en afirmar la posibilidad de obtener unas condiciones operativas de compostaje
para los residuos vegetales con afecciones fungicas que permita destruir las estructuras
de supervivencia de los hongos (las esporas) y dar valor al producto resultante.

La verificacion de esta hipotesis se realiza mediante analisis microbioldgico
después del proceso de compostaje y sobre el producto final después de encontrarse un

tiempo en almacén.
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1.3.2 Tratamientos térmicos para la higienizacibon de sarmientos
inoculados con el hongo Diplodia seriata

Los hongos de la familia Botryospheriaceae son los hongos implicados en la
incidencia de la enfermedad del brazo muerto (BDA) entre los que encontramos:
Botryosphaeria, Diplodia, Fusicoccum, Neofusicoccum y Lasiodiplodia. Las especies de
la familia Botryospheriaceae han despertado un notable interés cientifico y gran
cantidad de equipos de investigacion estan realizando muestreos sobre extensas areas
para aislar e identificar las especies de la familia.

La terminologia actual tiende a agrupar estas enfermedades bajo el nombre de
decaimiento por botriosferia (Botryospheria dieback). En Espafia, Diplodia seriata
(también conocido como (Botryospheria optusa) es uno de los patégenos mas
prevalentes asociados a enfermedades de la poda de la vid (Vitis vinifera L.). Junto con
Diplodia mutila es usual en plantas de mas de cinco afios, mientras que en plantas
jovenes es muy variable (Martin y Cobos, 2007). Es un patégeno que en condiciones
normales convive con la planta y en periodos de debilidad de esta, produce enfermedad.

La patogenidad del hongo D. seriata es un tema que genera controversia. Este
hongo, considerado como patogeno virulent0 ha sido aislado en multiple ocasiones
asociado a decaimiento de la madera de la vid en Europa, Australia, Sudafrica y EEUU
(Urbez-Torres et al., 2006). Otros estudios lo clasifican como patogeno débil (Phillips,
1998; Phillips, 2001) o incluso como un parasito secundario o saprofito en el Oeste
Australiano (Taylor et al., 2005).

La enfermedad del brazo muerto (BDA) ha sido asociada con el cambio del
sistema de conduccidn de vides en formas libres a vides emparradas (Lehoczky, 1996).
Esta enfermedad ha sido citada como tal por Garcia et al. (2010) debido a que sus
sintomas externos e internos son similares a los de otros patologia de madera (Armengol
et al., 2001; Urbez-Torres et al., 2006a). A nivel interno, el sintoma tipico del BDA es
una necrosis sectorial sobre el xilema del brazo y tronco, de color mardn oscuro y en
forma de V (tal como ocurre en la eutipiosis) y una afeccion de las hojas que se puede
confundir facilmente con las de la Yesca (van Niekerk et al., 2006). Diplodia seriata y
Eutypa lata se obtienen principalmente de las zonas necréticas de madera enferma en

forma de “V”. Los dafios internos producidos por ambos hongos son visualmente
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indistinguibles (Gubler et al., 2004). EI hongo méas abundante en las lesiones de la poda
de la vid es D. seriata aproximadamente el doble que E. lata.

Es conocido que las heridas de poda son la principal via de infeccion por estos
patdgenos de enfermedades flngicas y que su incidencia es mayor en cepas podadas que
en cepas sin podar. La lluvia propaga los picnidiosporas infectando el xilema expuesto
por las heridas de poda, donde empieza la germinacion de esporas que colonizan los
vasos de madera (Rolshausen et al, 2010; Urbez-Torres, 2011). En los viveros, las
fuentes de la infeccion mas probable son bien los sarmientos infectados utilizados para
la multiplicacién vegetativa, o bien la contaminacion de herramientas y materiales
(Billones-Baaijens et al., 2014).

Toda vez que hongos patdgenos que habitan en los tejidos del floema y xilema de
la vid no pueden ser controlados con fungicidas (Groenewald et al., 2000; Jaspers, 2001)
se hace preciso desarrollar métodos térmicos y bioldgicos alternativos que resulten

eficaces para el control de plagas en agricultura (Matei, 2015) (Tabla 1.6).

1.3.2.1 Métodos térmicos de higienizacion y esterilizacion

Entre las condiciones ambientales extremas que los microorganismos pueden
tolerar se encuentran temperaturas muy elevadas (proximas al punto de ebullicion) o
muy bajas (de congelacién), valores bajos de pH, elevada alcalinidad, altas
concentraciones de sal, niveles altos de radiacion solar, grandes concentraciones de
compuestos toxicos, etc. (Atlas y Bartha, 2005).

La higienizacidn/esterilizacion es el proceso mediante cual se inhibe todas las
formas de vida microbianas, incluyendo bacterias y sus formas resistentes, hongos y sus
esporas, y virus. Se entiende por inhibicion total la pérdida irreversible de la capacidad
reproductiva del microorganismo. Para controlar el proceso es preciso conocer

previamente la cinética de la inhibicion y que parametros inciden sobre este efecto.
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Tabla 1.6 Ventajas y desventajas en la aplicacion de tratamientos térmicos para la higienizacion y
esterilizacion

Métodos Mecanismo Ventajas y desventajas Referencia

Térmicos

Aire caliente Aplicacion de calor seco. Conservacion y esterilizacion. Perdidade  Jeng et al.
la estabilidad térmica de los ribosomas y (1987)

el cese de la sintesis de proteinas y la
desnaturalizacion de enzimas a
temperaturas elevadas.

Agua Aplicacion de calor himedo y La vida microbiana necesita agua en Gramaje et
caliente o actividad del agua o agua disponible estado liquido (hipertermofilos). al. (2009)
explosién de para uso microbiano y halotolerantes Desnaturalizacion de proteinas e Evelyn et al.
vapor por afectar a la presion osmoética.  inactivacion microbiana o enzimaética, y la (2016)
aparicion de organismos resistentes e Zhao et al.
infecciones ya que con la temperatura (2015)

aumentan la longitud de la cadena de los
acidos grasos de la membrana celular y el
grado de instauracion disminuye.

Radiacién y

Presion

lonizantes Se producen iones inestables y Las endosporas bacterianas son muy Rai et al.

(gammay radicales libres que interactllan con resistentes. Fragmentan el DNA de los (2013)

rayos X) la materia viva. cromosomas bacterianos.

Solar (UV, A260nMenel UV sedeteriorao Con laintensidad del a luz en el VIS se Syamaladevi

VIS, IR) muere el DNA, o principal incrementa la fotosintesis. et al. (2015),
mecanismo del efecto microbicida. Jakab et al.

(2010)

Microondas Desnaturalizacién de las proteinas  Esterilizacion de alimentos e inactivacion ~ Jeng et al.
(calor), cambio de la permeabilidad de microorganismos o enzimas. (1987)
de las membranas (no calor). Reduccién de tiempo de calentamiento o

ahoro de de energia.
Ultrasonido Presion de ultrasonidos, calor, el Comodo manejo, ninguna contaminacion, Gao and
efecto de cavitacion y efecto coste alto. Lewis
quimico. (2014)

() Cinetica de inactivacién de los hongos patogenos.

Cuando una poblacion microbiana es expuesta a un agente letal fisico o quimico,
se produce una progresiva reduccion del numero de sobrevivientes, de modo que la
curva que representa el nimero de sobrevivientes en funcion del tiempo tiene forma
exponencial decreciente. La curva de inhibicion obtenida en una escala semilogaritmica
es una recta con una pendiente (negativa) que representa la velocidad de muerte de la
poblacion, tal como cuanto mayor sea el valor absoluto de la pendiente, la muerte de los
microorganismos resulta mas rapida. Este comportamiento debe tenerse presente
siempre, dado que que el tiempo de exposicion es fundamental para alcanzar el objetivo

buscado. El efecto inhibidor de un agente (ej. altas temperaturas) cambia en relacion a
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los distintos aislados del mismo hongo. Existe ademas un conjunto de condiciones
fundamentalmente ambientales que afectan la cinética de destruccion, como son: nivel
de temperatura, tiempo de exposicion, pH del medio yresistencia propia del
microorganismo

La relacion entre el nivel de temperatura y el tiempo de exposicion es
inversamente proporcional por la mayor temperatura menor es el tiempo que modifica la
cinética de sobrevivencia (inhibicion)-tiempo. Existe un tiempo inicial de inhibicion
muy lento, tiempo minimo de accién que se debe de respetar para conseguir el efecto
buscado. EI pH determina el grado de ionizacién del agente, siendo la forma no
disociada la que atraviesa mejor las paredes del microorganismo. Gabriel et al. (2015)
observaron diferencias en la aplicacion de tratamiento con agua caliente (Escherichia
coli) para valores de pH de 3.3-4.7 en zumo y néctar de frutas, con valores de 60°C y
5.9s (zumo naranja) y 60 °C y 12.4s (nectar guayaba). La eficacia del tratamiento
depende también de las propiedades caracteristicas de cada microorganismo contra el
que de este modo se estd aplicando, el tipo de pared, la presencia de esporos, la fase de
desarrollo, etc., modifican la resistencia.

De estos datos de mortalidad térmica derivan modelos cinéticos utiles para
conocer la velocidad de supervivencia y predecir los tiempos letales para poder disefiar
nuevos protocolos de tratamiento.

El efecto de la temperatura sobre la germinacion de esporas de hongos patdgenos
ha sido ampliamente estudiado con el fin de determinar las condiciones necesarias para
la infeccion. Se considera temperatura Optima para la germinacién de los conidios
cuando un 50% ha germinado en un corto periodo de incubacién (Martos, 2008). Arauz
y Sutton (1991) estudiaron el efecto de la temperatura sobre la germinacién de los
conidios en especies de D. seriata (Botryosphaeria obtusa) y Botryosphaeria dothidea
demostrando una buena germinacion por valor de temperatura en un rango de 12 a 32°C.

Temperaturas por encima del margen de crecimiento del organismo suelen
producir su muerte. Los hongos dan lugar a formas resistentes de reposo como
esclerocios, pero incluso dichas formas de resistencias presentan limites de
supervivencia. La resistencia de los organismos al calor se expresa como tiempo de

muerte térmica (TMT) que es el tiempo necesario a una temperatura determinada para
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matar un nimero determinado de organismos (Atlas y Bartha, 2005) y no tiene valor
absoluto, sino que depende de numero inicial de microorganismos presentes.

Las adaptaciones que presentan los organismos termofilos para sobrevivir a
temperaturas elevadas comprenden, entre otras: la produccion de enzimas que no se
desnaturalizan a altas temperaturas, la de los ribosomas, la presencia de secuencias de
aminoacidos poco frecuentes que estabilizan dichas proteinas, etc. (Atlas y Bartha,
2005).

Hoy parece enteramente comprobado que la termoterapia constituye un método
eficaz y de facial aplicacion para la erradicacién de patdgenos (bacterias, hongos,
nematodos, virus y fitoplasmas) tanto de semillas como de material vegetal utilizado en

la reproduccién vegetativa.

(i) Tratamientos téermicos

Los tratamientos térmicos destruyen a los microorganismos en forma gradual por
mecanismos de accion distintos y complejos que se van sucediendo a medida que
aumenta la temperatura.

La aplicacion de aire caliente seco provoca desnaturalizacion de proteinas,
lesiones por oxidaciéon y efectos téxicos por niveles elevados de electrolitos. En la
aplicacién del calor seco se necesita alcanzar mayor tiempo y temperatura que en el
autoclave (aire caliente himedo) por la ausencia de agua que disminuiria el nimero de
grupos polares de las cadenas peptidicas. Jang et al. (1987) utilizando un horno de calor
seco de conveccidn consigue la esterilizacion de esporas de Bacillus subtilis. subsp niger
a una temperatura de 137°C en mas de 45 minutos.

Uno de los métodos de termoterapia mas usado es el tratamiento por agua caliente
a causa de la mejor difusion del calor en el material vegetal y con un efecto final de
desnaturalizacion y coagulacion de las proteinas. La aplicacion del calor himedo a
temperaturas mas bajas se justifica por otros mecanismos como la produccion de
rupturas de cadena de DNA que provoca la muerte celular por activacién o liberacion de
enzimas con actividad de endonucleasas. Tratamientos con agua caliente (HWT) a 53°C
y 60 min sobre los hongos patogenos de la enfermedad de la madera de la vid

Phaeoacremonium spp. y Phaeomoniella chlamydospora inhiben la germinacion de las
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esporas y el crecimiento miceliano de estos hongos (Gramaje et al., 2008). Milani et al
(2015) han mostrado que la concentracion de etanol en la cerveza se ve influida por el
tiempo de tratamiento con agua caliente para la esterilizacion sobre Saccharomyces spp,
con 60°C y 15.3min (4% etanol) y 60°C y 34.2min (7% etanol) respectivamente.

Un método mas rapido de tratamiento con agua caliente es la explosion de vapor,
automatico y con un rapido efecto sobre la higienizacion. Este Sistema de tratamiento
posee una bomba de vacio que extrae rapidamente el aire del equipo, y cuando esta llega
a 15 o 20 mmHg, libera el vapor, que en estas condiciones se distribuye en forma
homogénea por todo el espacio en breves minutos. Para solidos lignocelulésicos, Zhao et
al. (2015) observaron una esterilizacion completa en 172°C durante 2 min y en 128°C
durante 5 min sobre Bacillus subtilis (termofilico).

Otro método preconizado como eficaz es la irradiacion pudiendo utilizarse
radiaciones ionizantes o de las regiones ultravioleta e infrarrojo. Parte del espectro de
radiacion electromagnética es continuo, las longitudes de onda alrededor de 265 nm son
las que tienen mayor eficacia como bactericidas (200 - 295 nm). Para la higienizacion
pueden utilizarse tanto las radiaciones ultravioletas (UV) como las ionizantes y rayos
infrarrojos. Parte de la energia de un foton (longitud de onda) es absorbida por los
microorganismos cuando estos son expuestos a las radiaciones (produciendo
ionizaciones), y es directamente proporcional a la intensidad de radiacion y al tiempo de
exposicion. Este estado elevado de energia se denomina estado excitado. La molécula
excitada podra transferir ese exceso de energia a otras, en forma de energia vibratoria
(produciéndose calor), o disiparla en forma de radiacion electromagnética. Debido a la
relativamente baja cantidad de energia que son capaces de transmitir los rayos UV, s6lo
afectan a los electrones de los &tomos periféricos de las moléculas, produciéndose solo
estados de excitacion. Las radiaciones ionizantes son las que pueden extraer electrones
de sus orbitales. Los rayos infrarrojos sélo pueden provocar energia vibratoria, por lo
que sélo generan calor (Atlas y Bartha, 2005).

El mecanismo de accién de la luz UV sobre las bacterias, se atribuye a su
absorcion por el DNA y la inhibicion de su sintesis que se traduce por la inhibicién del

crecimiento y de la respiracion. La utilizacion de UV-C (254 nm) para la esterilizacion
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de la superficie de frutas inoculadas inhibe 2 log CFU/g en Penicillium expansum, en
funcion de la morfologia de superficie de la fruta (Syamaladevi et al., 2015).

Los ultrasonidos también se usan para la inactivacion microorganismos, provocar
la ruptura de las membranas celulares. EI mecanismo de inactivacion microbiana por
ultrasonido de alta intensidad (UAI) se atribuye al fenédmeno de cavitacion y aumento de
temperatura. Durante el proceso de sonicacion, se generan ondas en el liquido creando
microburbujas que implosionan de manera violenta creando choques de ondas de alto
nivel de energia y generando puntos de alta temperatura y alta presién el colapso de
burbujas en soluciones causa dafio localizado de la pared celular y por actividades
quimicas de los radicales libres prosigue la desintegracion de las estructuras externas e
internas de la célula y liberacion de material intracelular al medio externo (Piyasena y
col., 2003). Gao and Lewis (2014) utilizando ultrasonido de alta intensidad (UAI) y baja
frecuencia (20 kHz) para inactivar dos microorganismos con tamafios muy diferentes,
Enterobacter aerogenes y Aureobasidium pullulans él relacion de inactivacion
disminuyd linealmente con tiempo de sonicacion, y la tasa de inactivacion aumenta con

el aumento del poder de sonicacion.

1.3.3 Métodos bioldgicos y quimicos de higienizacion

Tal como se ha venido indicando en anteriores epigrafes, la higienizacion por
métodos bioldgicos es la Unica alternativa aceptable a la utilizacibn de métodos
quimicos. De hecho, el uso indiscriminado de fertilizantes y productos quimicos en la
agricultura ha conducido a una contaminacion significativa del aire, el agua y el suelo,
que ha puesto en riesgo los ecosistemas terrestres y marinos y la salud humana (FAO,
2013).

La investigacion actual sobre las enfermedades de la madera de la vid se desarrolla
en tres direcciones: etiologia de la enfermedad; identificacion de los organismos
enddfitos como potenciales agentes de biocontrol y aplicacion de sustancias fungicas al

suelo; medidas todas ellas, que pueden minimizar los riesgos medioambientales.
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1.3.3.1 Meétodos biologicos de control

0] Sintesis de nuevos composites de oligébmeros de quitosano, propoleo y

nanoplata como biofungicidas

Ha sido observado que el quitosano polimérico y los oligobmeros de quitosano
inducen fitoalexinas o compuestos antimicrobianos que ayudan a limitar la dispersion
del patégeno (Kendra et al, 1989). Se ha encontrado que el quitosano (polimero de
glucosamina con enlaces -1,4) posee propiedades antifungicas y el tamafio de sus
oligbmeros es muy importante para que ejerza su accion (Hadwiger et al. 1994).

En este sentido, el quitosano se ha convertido en un material prometedor. Se trata
de un polimero natural, el segundo mas abundante después de la celulosa, que se
encuentra en forma de quitina en los caparazones de crustaceos, en las alas de los
insectos y en las paredes celulares de hongos y algas (De la Paz et al., 2012). La
estructura quimica del quitosano es la de un polisacarido lineal compuesto de cadenas
distribuidas aleatoriamente de f-(1-4) D-glucosamina (unidades deacetiladas) y N-acetil-
D-glucosamina (unidad acetilatada) (Figura 1.7) (Murray et al., 2013). Este biopolimero
catidnico se caracteriza por ser biocompatible, biodegradable, no téxico, filmogénico y
tener propiedades emulsionantes, absorbentes, adsorbentes, antimicrobianas, antivirales
y antifingicas (INTI, 2010).
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Figura 1.7 Estructura quimica del quitosano

En un estudio de investigacion in vitro e in vivo realizado por Nascimento et al
(2007) se mostro que el quitosano es eficaz en la reduccion del crecimiento micelial de

todos los hongos y mejora significativamente el crecimiento de las plantas (Tabla 1.7).

46



INTRODUCCION

Ademas, el efecto del quitosano se muestra similar al efecto de algunos fungicidas como
tebuconazol y mezclas de carbendazim con flusilazol, y ciprodinil con fludioxonil. En
un estudio in vitro realizado por nosotros sobre los hongos patdgenos de la Yesca con
una concentracion de 25% de quitosano observamos la inhibicién completa de estos
hongos (Matei et al., 2010).

Tabla 1.7 Ventajas y desventajas en la aplicacién de tratamientos bioldgicos y quimicos para la
higienizacion.

Métodos Mecanismo Ventajas y desventajas Referencia

Bioldgicos

Biopesticidas Interact(ia a nivel de la membrana Quitosano/Propdleo como biofungicida Matei et al.
plasmaética, biodegradacion de la (2010, 2015)
pared celular, cambios en la Nacimiento
morfologia de las esporas. et al. (2007)

Agente de Estabilizacion de la materia organica  Biopesticidas de productos naturales y Mutawila et

control por calor. Hongos endofitos, agentes de control biolégico, fitorremediacion  al, 2011

biolégico. interaccion entre microorganismos. y micoremediacion.

Compostaje  Estabilizacion de la materia organica  Higienizacion y revalorizacion de residuos, Matei et
por la oxidacion de moléculas que proceso lento, y coste bajo. al.(2014)
desarrolla calor que produce la
higienizacion y eliminacion de

o hongos patégenosysemilles.

Quimicos

0Ozono (O3) Destruccion de células por lisina. Alta velocidad de accion oxidativa, no Patil et al.,

imparte olor, color, sabor. (2010)

Hidrolisis La hidrdlisis alcalina produce la Modifica la digestibilidad y las propiedades Pinho et al.,

alcalina destruccion de la cisteina, cistina, funcionales de las proteinas (solubilidad), (2015)
serina y treonina, y la racemizacion precipitacion.
de los amino&cidos.

Pesticidas Cambios drasticos en la organizacion ~ Higienizacién quimica, caso de sustitucion Fleurat et al.
de las hifas y muerte celular, del tratamiento térmico, contaminacion/no (2011)

oxidacion de células. fitotoxicidad (FeSOy).

El efecto fungicida del quitosano resulta especialmente potenciado cuando se
aplica in vitro sobre el hongo Diplodia seriata inoculado en sarmientos de la vid (Matei
et al., 2015). El presente trabajo reporta un método de sintesis basado en la aplicacion
de sonicacion para la obtencién de nuevos composites basados en una matriz polimérica
de oligbmeros de quitosano, con la incorporacion de extractos de propoleo y
nanoparticulas de plata. Los nuevos composites fueron caracterizados por espectroscopia
UV-Vis, FT-IR, DRX, SEM y TEM y se ha demostrado la 6ptima produccién de los
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materiales compuestos y la formacion de nuevos tipos de enlaces e interacciones en las
mezclas binarias y ternarias.

Otro compuesto natural que ha sido ampliamente utilizado por sus propiedades
antisépticas, principalmente en medicina tradicional, es el propoleo: es un material
resinoso recolectado por las abejas de diferentes brotes y exudados de cortes de los
arboles, que mezclan con enzimas propias, transformandolo para usarlo como sellador
de huecos o agente de higienizacion en la colmena (Marghitas et al., 2009), entre otros
usos. El propoleo contiene cerca de 150 sustancias quimicas, principalmente flavonoides
y polifenoles -responsables probablemente de su fuerte poder antimicrobiano- ademas de
aldehidos, quininas, aminoacidos y esteroides (Marcucci, 1995).

Las nanoparticulas de plata (con tamafios entre 10 y 100 nm) se han desarrollo en
la Gltima década como un potencial elemento bactericida, por poseer una mayor
actividad respecto a la plata o a los iones de Ag. Las nanoparticulas tienen la capacidad
de destruir las paredes celulares e intervenir con el proceso de replicacion del ADN y
produccién de proteinas (Wei et al., 2009). La combinacién de polimeros bactericidas y
la nanoplata pueden mejorar sinérgicamente los efectos bactericidas, y existen muchos
métodos para su incorporacion en la matriz polimérica.

Con el fin de incrementar el efecto antifungico de los oligdmeros de quitosano, del
propdleo y de las nanoparticulas de plata por separado, se propone la sintesis de un
nuevo biogel cohesivo de quitosano-propdleo y seguidamente la incorporacion de las
tecnologias de nanoplata mediante métodos de sonicacion para constituir un nuevo

material ternario.

(i) Agente de control bioldgico

Se entiende por control biologico “la reduccion de la densidad de indculo o de las
actividades productoras de enfermedad de un patdgeno o parasito, en su estado activo o
durmiente, mediante uno o mas organismos, lograda de manera natural o a través de la
manipulacion del ambiente, del hospedador o del antagonista, o por la introduccion

masiva de uno o mas antagonistas” (Cook y Baker, 1996).
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La utilizacién de aislados de Trichoderma harzianum como medida de biocontrol para
estas enfermedades es uno de los métodos mas estudiados actualmente, siendo capaces
de controlar a los hongos patogenos en diferentes etapas de desarrollo. El tratamiento
mas efectivo es el realizado inoculando las raices con Trichoderma, llegando a reducir
las areas necrosadas producidas por el hongo (Di Marco and Osti, 2007). Esto demuestra
que el método nefelometric puede ser una buena alternativa de control bioldgico. El
biocontrol con T. atroviride puede ayudar en la defensa de la planta antes de la infeccion
(Mutawila et al, 2011). EI método de aplicacion utilizando Trichoderma como
biocontrol se debe de investigar para mejorar su eficiencia (Fourie and Halleen, 2006;
Halleen et al., 2007a).

1.3.3.2 Meétodos quimicos de control

Los fungicidas sistémicos sirven para controlar el ataque de hongos endoéfitos y su
tratamiento es curativo. Los fungicidas se pueden aplicar al suelo para el control de
hongos que parasitan 6rganos subterraneos y/o semillas en germinacion o a la planta
para controlar enfermedades provocadas por hongos que afectan a tallos, hojas, flores 'y
frutos.

Debido a la prohibicion del uso del arsenito sédico, y al no existir hasta el
momento ninguna materia activa eficaz para el tratamiento de los decaimientos de la vid,
durante los ultimos afios muchos grupos en todo el mundo han centrado sus
investigaciones en la basqueda de fungicidas que permitan frenar el aumento de estas
enfermedades y ofrecer una solucién a los viticultores que observan afio tras afio como
aumentan las pérdidas en sus parcelas.

El principal problema que plantea el uso de fungicidas en el tratamiento de los
decaimientos de la vid es la dificultad que supone vencer las distintas barreras de la
planta y que el fungicida penetre en la madera. Una de las técnicas mas recientes
consiste en la inyeccion directa al tronco de distintos fungicidas. Actualmente existen
varios grupos en todo el mundo estudiando la viabilidad de esta técnica (Darrieutort y
Lecomte, 2007).

Resultados indican que tres fungicidas reducen la infeccion de la E. lata:

tebuconazole (59-88% control), fluazinam (21-58%) y pyrimethanil (33-53%) y se
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ofrece una alternativa rapida para el tratamiento de las heridas de la poda de la vid, la
discusion de estos resultados se queda abierta (Sosnowski et al., 2008).

Tratamientos sobre las vides cultivadas en macetas utilizando benomyl,
tebuconazole, y una mezcla de carbendazim con flusilazole y cyprodinil con fludioxonil
demuestran una reduccion de la incidencia del los hongos en comparaciéon con las
plantas no tratadas (Rego et al., 2006). Mas tarde el autor utilizando fludioxonil y la
mezcla de cyprodinil con fludioxonil y pyraclostrobin con metiram reduce la incidencia
y severidad de los patdgenos para la enfermedad del Pie negro. En 2012 Rego et al.,
estudia la efectividad de cinco fungicida: azoxystrobin (Quadris®), difenoconazole
(Score®), ciprodinil+fludioxonil (Switch®), cobre oxychloride (Cuprocol®) and
tebuconazole (Horizon®) sobre Bot Canker (especies de la familia Botryosphaeriaceae)
y Excoriosis (Phomopsis viticola) observando un porcentaje de inhibicién de 50% y
65% respectivamente, y recomienda la utilizacién en el campo.

La aplicacion del ozono tanto en fase gaseosa y acuosa, permite inactivar bacterias,
virus, hongos empleando equipos generadores a partir de aire u oxigeno, por lo que no
presenta inconvenientes de almacenamiento y transportacion. En las Gltimas décadas, el
desarrollo y mejora en la eficiencia de estos equipos ha sido acelerado. Estos son mas
compactos, presentan un menor consumo de energia y un elevado grado de
automatizacion, alcanzan concentraciones en el gas hasta del 15 % en peso. El
tratamiento con ozono parece ser un proceso eficaz para la reduccion de las bacterias en
el jugo de manzana pero el tiempo de aplicacion depende de su nivel de acidez (Patil et
al., 2010) También hay estudios de degradacion de micotoxinas con ozono, las cuales
son metabolitos secundarios producidos por las especies de Aspergillus, Penicillium y
Fusarium. McKenzie et al. (1997) lograron la degradacién de varios tipos de alfatoxinas
empleando ozono gaseoso. Aunque resulta un objetivo dificil, la prevencion de la
contaminacion por hongos, este método es la mejor solucion para el problema de las

micotoxinas en los alimentos.

1.3.4 Otros métodos de control

Debido a la alta dificultad de control de los patdgenos de la vid se han desarrollado

algunas estrategias de gestion.
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Gubler et al. (2004) observo que el portainjerto Vitis riparia 039-16 tenia buena
resistencia a la Enfermedad de Petri. Ensayos posteriores por Jaspers et al. (2007) en
invernadero mostraron que todas las variedades de potainjerto estudiados (Riparia
Glorie, K5BB, 140-R, 3309-C y 420-A) eran sensibles a Black-foot Disease (BFD).
Alaniz et al. (2011) que evalu6 la susceptibilidad de los portainjertos de vid mas
utilizados en Espafia (110-R, 1103-P, 140-R, 161-49C, 196-17C, Fercal y SO4) a Ca.
liriodendri y Ca. macrodidymum encontré que todos los patrones inoculados se vieron
afectados por la enfermedad, siendo el patron 110-R los mas susceptibles a ambos
patdgenos.

La harina de mostaza (Brassica juncea (L.) Coss.) incorporada en suelo
(biofumigacion) infestado con patégenos implicados en la enfermedad del pie-negro
(Black-foot Desease) se puede utilizar con buenos resultados en caso de replantacion en
sitios con patdgenos contaminates (Bleach et al., 2010).

Los resultados utilizando hongos arbusculares micoriticos (AM) sugieren que las
aplicaciones Glomus intraradices al suelo pueden ayudar a prevenir la enfermedad del
pie-negro (BFD) en el vivero y en el vifiedo (Petit y Gubler, 2006).

Recientemente, Sun et al. (2013) han referido la efectividad del metil jasmonato
(MeJa) para inducir la defensa de las plantas contra Cylindrocarpon, mediante un
mecanismo de estimulo de la actividad de las enzimas de defensa en las raices de las

cepas.
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2.1 Marco de referencia del proyecto de tesis

De acuerdo con McCarthy et al., 2001 los efectos del cambio climatico se centran
principalmente en los ecosistemas agricolas mediterraneos y en estos paises se espera no
solo un aumento de las temperaturas y una disminucion de las precipitaciones, sino
también una distribucion méas aleatoria durante todo el afio (Regato, 2008; Cortina et al.,
2011). EIl cambio climatico determina una importante alteracion en la distribucion de
especies, ritmos fenoldgicos, invasion de ecosistemas por otras especies y alteraciones
ecologicas diversas (Gordo et al., 2011; IPCC, 2007; Thuiller et al., 2005). Todos estos
cambios conllevan una modificacidn de la composicion, estructura y funcionamiento de
los ecosistemas (Environmental Protection Agency, 2010). Las plantaciones de vid han
tenido un importante crecimiento aprovechando la diversidad de condiciones
agroclimaticas. Esta acelerada expansion del vifiedo ha originado una demanda
significativa por material de propagacion, utilizando plantas de mala calidad y
probablemente infectadas por hongos patégenos (Aroca et al., 2010) y ello contribuye a
la propagacion de las enfermedades de la madera de la vid.

Las afecciones causadas por los hongos de la madera de la vid dependen de las
condiciones edaficas y climatoldgicas. En funcién de su sintomatologia las
enfermedades se conocen como “decaimientos de la vid” y producen una pérdida
progresiva del vigor, e incluso puede llegar a producir la muerte de la planta y hasta el
punto de que una planta enferma puede mostrar sintomas externos de estar
aparentemente sana en unas campafias o asintomatica en otras. Los “decaimientos de la
vid” se asocian a un complejo fungico de elevado niimero de especies, que interactian
en una misma planta, y que producen enfermedades tales como la yesca, el pie negro, la
enfermedad de Petri, la eutipiosis, el brazo muerto y la excoriosis.

Dentro de los proyectos europeos de control de enfermedades del tronco de la vid
o “Sustainable control of grapevine trunk diseases” (2013-2017), hemos seleccionado el
proyecto europeo COST Action FA1303, liderado en Espafia por D. Gramaje y J.
Armengol, del Instituto Agroforestal Mediterraneo, de la Universidad Politécnica de
Valencia (UPV). En el citado proyecto se ofrecen los primeros resultados en Budapest
(Hungria) (26 -27 Febrero 2015) y se verifica que durante las dos Gltimas décadas se ha

observado un aumento de la severidad del dafio ocasionado por los hongos de la madera
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de la vid debido al cambio climatico y demuestran que entre las enfermedades mas
frecuentes se encuentra la apoplejia o Yesca, las rayas de tigre o grapevine leaf stripe
disease (GLSD), y la enfermedad del brazo muerto (BDA). Aparte de la incidencia y la
frecuencia de las enfermedades de la madera de la vid, el grupo de la UPV estudia la
deteccidn, caracterizacion y epidemiologia de los patégenos implicados.

Actualmente no hay un claro consenso sobre la definicion de los sintomas foliares
de la yesca y de Black Dead Arm o del brazo muerto. Esta realidad nos hace asumir
ambos sintomas externos como un todo que se podra diferenciar al analizar en
laboratorio los hongos aislados en cada muestra. Las especies del genero
Phaeoacremonium, Phaeomoniella chlamydospora, Stereum hirsutum y Fomitiporia
spp. se asocian a yesca (Larignon & Dubos, 1997; Mugnai et al., 1999, Armengol et al.,
2001; Martin & Cobos, 2007) mientras que las especies de la familia
Botryosphaeriaceae se asocian a brazo muerto (Savocchia et al., 2007; Martos Arias,
2008; Urbez-Torres et al., 2009; Spagnolo et al., 2010; Martin, 2013). Sin embargo, la
eutipiosis esta presente en mayor porcentaje que la yesca y brazo muerto en la mayoria
de los vifiedos en produccion (Martin et al., 2009). A esta enfermedad se le asocian las
especies del género Eutypa spp. Eutypa lata la especie mayoritaria, pero también esta
presente Phaeoacremonium aleophilum (Martin & Martin, 2013). Se conoce que la
incidencia de estas enfermedades es mayor en las cepas podadas en comparacion con las
cepas sin podar.

También se puede observar que el hongo Diplodia seriata es mas activo y la
infeccion se nota después del lloro y siempre cuando hay temperaturas de mas de 10°C
(hasta los 16°C) y en periodo lluvioso Larignon (2012). Diplodia serita es un hongo
fitopatogeno aislado de las plantas afectadas de Black Trunk Desease y que produce
infecciones graves tanto en el vifiedo como en los arboles frutales y que pertenece a la
familia Botryosphaeriaceae (Larignon et al., 2001, Van Niekerk et al., 2006, Savocchia
et al., 2007). En la planta joven, la escasa brotacion y las hojas raquiticas y amarillentas
son sintomas externos que no permiten diferenciar la enfermedad de Petri y el pie negro,
por lo que también hay que recurrir al aislamiento e identificacién en laboratorio de los
hongos fitopatdgenos asociados a cada una de estas enfermedades. La enfermedad de

Petri se define por la presencia de especies del genero Phaeoacremonium y/o
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Phaeomoniella chlamydospora mientras que los hongos asociados al pie negro
pertenecen al género Cylindrocarpon y al género llyonectria (Petit & Gubler, 2005;
Alaniz et al., 2009; Martin et al., 2011). Son ya varias las publicaciones que sostienen
que las plantas procedentes de los viveros se encuentran afectadas (Edwards & Pascoe,
2004; Halleen et al., 2003; Aroca et al., 2006). El problema es que probablemente los
viveristas estan multiplicados y vendiendo plantas afectadas sin saber que lo estan. En la
Figura 2.1 se recogen los sintomas y caracteristicas de troncos de vifiedos afectados por
hongos tales como la yesca y asi mismo se ofrecen los sintomas y caracteristicas de la
eutipiosis y/o brazo negro muerto y de la enfermedad de Petri en planta joven.

HONGOS DE LA MADERA DE LAVID

1. Cambio de color y necrosis internervial 2. Descomposicién interna de la madera 3. Sintomas caracteristicos de eutipiosis:
de hojas en vifias afectadas por yesca causada por Fomitiporia mediterranea, retraso y desarrollo anormal de las
caracteristica de la yesca de la vid brotaciones

4. Necrosis sectoriales en brazos, 5. Necrosis sectorial y necrosis xilematicas 6. Necrosis generalizada y muerte de

afectados por eutipiosis y/o brazo negro puntiformes intemas, éstas ditimas raices en la base de la madera del
muerto caracteristicas de la enfermedad de patrén en una planta joven, sintoma
Petri caracteristico del pie negro

Figura 2.1 Sintomas y caracteristicas de troncos de la madera de la vid afectados por hongos. Fotografias
de Josep Armengol Forti y José Garcia Jimenez (1, 2, 4, 5y 6) y Anastasio Bazan (3) en MAGRAMA
2014,

La mayoria de los grupos que trabajan en estos temas llevan una linea de control
con productos quimicos fitosanitarios e incluso con lucha bioldgica que implica a
especies de Trichoderma pero ninguno alcanza la eficacia del arsenito sodico (Jaspers &
Mostert 2008, Gramaje et al., 2009; Herche & Gubler, 2010). Por ello, resulta

importante evitar al méximo cualquier contaminacion, reduciendo cuanto sea posible la
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presencia de los hongos fitopatogenos y las heridas en las plantas. La prohibicién de
materias activas como el arsenito sédico queda justificada por su alta toxicidad, y es
preciso el empleo de nuevos materiales activos basados en productos de origen natural.

Desde 2014, el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente de
Espafia (MAGRAMA) establece la forma de conseguir un uso sostenible de los
plaguicidas en las diferentes explotaciones agricolas de acuerdo con la Directiva
2009/128/CE, y evitar la reduccion de los riesgos y los efectos del uso de los productos
fitosanitarios en la salud humana y el medio ambiente. Asimismo, pretende que el
fomento de la gestién integrada de plagas sea realizado mediante la aplicacion de
practicas con bajo consumo de esos productos, dando prioridad cuando sea posible, a los
métodos no quimicos.

El Unico producto que esta permitido para combatir la yesca en la actualidad es el
Ciproconazol, o triazol sistemico con actividad preventiva y curativa, eficaz contra
Ascomicetos (oidio y cercospora) y Basidiomicetos (royas). El producto activo
“Ciproconazol 10% [WG] P/P” se suministra como nombre comercial y titular y
referencia los dos productos registrados: Caddy 10 Pepite Bayer Cropscience, S.L.
18736 y Atemi 10 WG Syngenta Espafia, S.A. 24900 (MAGRAMA, 2014).

Es muy importante el desarrollo de alternativas preventivas o de control bioldgico,
la introduccion de productos reguladores del crecimiento y vigorizante, el disefio de
métodos térmicos (compostaje) y la puesta a punto de tratamientos curativos, que
penetren en el interior de los tejidos vasculares de la planta en las concentraciones
adecuadas para surtir los efectos deseados.

En el proyecto VA233A12-1 concedido por la JCyL y en cual se ha desarrollado
uno de los objetivos de la tesis doctoral (“Higienizacion de restos de vid afectados por
enfermedades fungicas mediante procesos de compostaje”) se ha hecho especial
hincapié en la eliminacion de hongo patogeno presentes en los residuos viticolas
(sarmientos) bien en la periferia de la vifia (compostaje en pilas) o en instalaciones
propias de los gestores de estos residuos (compostaje cerrado en biodigestor), con el
objetivo de incorporar después a la vifia un producto higienizado que aporte una materia
organica de buenisima calidad (compost). Los sarmientos actian como agente

estructurante y aportan carbono en el proceso de compostaje.
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Los métodos de tratamiento térmicos han sido ampliamente estudiados para el
control de plagas en agricultura. Los hongos patdgenos y parasitos que infectan las
plantas varian mucho en la tolerancia a los tratamientos térmicos. Por lo tanto, el
conocimiento de la energia termica minima para el control ofrece la posibilidad de
establecer un adecuado y eficaz modelo cinético para el tratamiento. Como método para
controlar los hongos patdgenos de la enfermedad de Petri en viveros (grapevine nursery)
proporciona muy buenos resultados el procesado con agua caliente porque el calor y la
duracion del tratamiento (53°C y 60 min) es capaz de matar a los patdgenos pero no
afecta el tejido de la cepa (Waite and May, 2005; Waite and Morton, 2007, Gramaje y
Armengol., 2010).

Tradicionalmente, la inactivacion microbiana resultante de la aplicacion de ambos
procesos, térmicos y no térmicos, ha sido descrita por la ecuacion de log-lineal (Bialka
et al., 2008). Este modelo lineal sigue las reglas de la cinética de inactivacion de primer
orden para describir la inactivacién de microorganismos (van Boekel, 2002). Teniendo
en cuenta que la muerte o lisis de los microorganismos generalmente se expresa
mediante una cinética de primer orden, Moreno y Moral (2008) han propuesto un
modelo dinamico utilizando la alta temperatura como agente de higienizacion.

Un segundo objetivo de la presente Tesis Doctoral es evaluar in vitro la
sensitividad o muerte térmica de dos in6culos del hongo D. seriata en sarmientos de la
vid frente a un tratamiento temperaturas-tiempo, y desarrollar un modelo cinético de
muerte térmica del hongo D. seriata para predecir el tiempo de mantenimiento necesario
para la higienizacion de los sarmientos de la vid inoculados. ElI aumento de las
enfermedades fungicas de los cultivos de las vides esta siendo objeto de estudio en la
ETS de Ingenierias Agricolas de la Universidad de Valladolid.

Un tercer objetivo de la presente Memoria es la obtencion de nuevos poreparados
objeto de estudio para obtencion de nuevos preparados 0 nanopesticidas para combatir
los hongos de la Yesca o del brazo muerto (BDA). Tal como se recoge en la patente
obtenida (Patente n° ES P201431591, fecha 30/10/2014:“Composite con actividad
antimicrobiana que comprende dos componentes autoasamblados de origen natural y,
opcionalmente, un componente (C) de tamaiio manométrico”), el material compuesto,

también llamado composite, es capaz de combatir estos hongos.
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El objetivo se concreta en la consecucién de sistemas ternarios en los que
nanoparticulas de diversas especies quimicas son incorporadas a mezclas de quitosano y
propdleo para uso como fungicida. Los ensayos de estas combinaciones ternarias se han
llevado a cabo tanto en pruebas de laboratorio como de campo. La eleccion del propoleo
y/o del quitosano para incorporar o estabilizar nanoparticulas de diferentes especies
quimicas (nanoplata) surge por las conocidas propiedades antifungicas de estas dos
sustancias y por los efectos sinérgicos que puede experimentar la planta cuando se trata
por combinaciones o preparados de mezclas ternarias.

La sintesis quimica de diferentes tamafios de oligdbmeros de quitosano con
actividad bioldgica determinada puede seguirse en los estudios de Kuyama et al. (1993).
Prakongkha et al. (2013) y Aziz et al. (2006), quienes han propuesto la obtencion de
oligbmeros octaméricos de quitosano dopados con sulfato de cobre como de inducir
reacciones de defensa de la vid y resistencia al moho gris y al mildiu. Se ha demostrado
que el quitosano polimérico y los oligdbmeros de quitosano inducen fitoalexinas o
compuestos antimicrobianos que ayudan a limitar la dispersion del patégeno (Kendra et
al, 1989). El propoleo tambien ha encontrado aplicacion como antioxidante y en
preservacion de alimentos (Dotta et al., 2011; Kalogeropoulos, 2009). Su fuerte
actividad antimicrobiana puede deberse al elevado contenido en fenoles totales y en
flavonoides (Nedjiet al., 2014).

La Nanotecnologia es en la actualidad el area que implica mayores inversiones e
investigacion por parte de las empresas, siendo las nanoparticulas de plata una de las
especies antimicrobianas de mayor interés, ya que su actividad antibacteriana es de muy
amplio espectro y es muy superior a la de la plata en grados superiores de compactacion.
Las principales desventajas que limitan el uso de la nanoplata son su facilidad de
agregacion y la liberacion incontrolada de iones plata aparte de su citotoxicidad
potencial (Silva et al., 2012). Precisamente, los nuevos preparados in situ de materiales
poliméricos de quitosano/propdleo son capaces de inhibir la agregacion de las particulas
de nanoplata y la liberacién incontrolada de iones al tiempo que consiguen reducir su
citotoxicidad.

La presente Tesis se basa, pues, en la investigacion y desarrollo de métodos

preventivos y curativos como principio de precaucion. Cuando un efecto futuro de una
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causa presente es incierto, pero puede ser muy dafiino e irreversible determinando la
muerte de la cepa, es prudente actuar inmediatamente para suprimir las causas mas
conocidas, entre aquellas sobre las que se puede actuar. Una de las causas mas conocida
en la diseminacion e infeccion en las cepas de la vid con hongos patégenos xil6fagos
debida a la poda de invierno. Una de las principales formas para la diseminacion de
estos hongos de una cepa a otra es a partir de la poda y el abandono de los sarmientos y
restos de poda en la propia vifia, que actia como reservoir y/o fuente de inoculo para la
propagacidn de los hongos.

Las dos primeras partes de este trabajo doctoral han contado con la financiacién de
la Consejeria de Educacién de la Junta de Castilla y Ledn de un proyecto de
investigacion con participacion del ITACYL e iniciado en el afio 2012, referencias
VA233A12-1y VA036A12-2, para un estudio integrado de un proceso de higienizacion
y biodegradacion de residuos lignoceluldsicos procedentes de la poda de la vid mediante
procesos de compostaje e inactivacién térmica de hongos. La segunda parte de la tesis ha
contado con la colaboracion del Laboratorio de Materiales Avanzados de la Universidad
de Valladolid del Campus de Palencia para la consecucion de un nuevo tipo de
preparados naturales en base oligémeros de quitosano para su uso como fungicida para
la proteccion de las heridas de la poda en el vifiedo. El aislamiento y la identificacion
morfoldgica y molecular de los hongos patégenos han sido facilitados por ITACyL
(Instituto Técnico Agrario de Castilla y Ledn), y los ensayos de compostaje se han
realizado en el Centro de Formacion Agraria de Vifalta de la Junta de Castilla y Leon
(Palencia, Espafia).

En la Figura 2.2, se observa el planteamiento general de la tesis en base a su
presentacion en formato de articulos cientificos/patentes redactados. La primera parte de
la tesis se refiere al estudio de un nuevo método de higienizacion y biodegradacion de
restos de la poda de la vid, restos que representan fuente de inoculo para las
enfermedades de la madera de la vid (articulo cientifico 1: “Higienizacion y control del
hongo Diplodia seriata en restos de la poda de la vid y su variabilidad estacional en
compostaje abierto y cerrado”). Esta aportacion se complete con objeto de conocer la
optimizacion del proceso de compostaje mediante un estudio cinético de termotolerancia

para la inactivacion térmica del hongo xil6fago Dipoldia seriata (articulo cientifico 2:

71



MARCO Y OBJETIVOS DE LA TESIS

“Cinética de muerte térmica in vitro de hongos inoculados de Diplodia seriata en
sarmientos de la poda de la vid”). La tercera parte de la tesis hace referencia a la sintesis
de nuevos preparados antifungicos (biofungicidas) para el control in vitro del hongo D.
seriata, hongo presente en las heridas de la poda de la vid (articulo cientifico 3:
“Sintesis de composite de oligomeros de quitosano/propoleo/nanoplata y el estudio de
su actividad contra Diplodia seriata”; Patente ES P201431591: “Composite con
actividad antimicrobiana que comprende dos componentes autoasamblados de origen

natural y, opcionalmente, un componente (C) de tamarnio manométrico”).

Proteccion
medioambiental

\ /

Compost

Residuos Quitosan
lignocelulosicos Higieni i Ergpolen
o AN CacION Nanoplata
>< residuos viticolas ﬁ
7\ Control invitro
Residuos Di. seriata PATENTE
organicos: 4, Sintesis biofungicidas
-estiércol /\‘ ﬁ
8 U i
Articulo 1: Articulo 2: Articulo 3:
Compostaje Termotolerancia Biofungicida
abierto/cerrado -modelo cinético-

Figura 2.2 Planteamiento general de la Tesis Doctoral en base a articulos cientificos redactados:
“Higienizacion de sarmientos de la poda de vid mediante métodos térmicos y biofungicida”.
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2.1.1 Eleccion de los procesos de compostaje en distintas estaciones para la
higienizacién de sarmientos de la vid

En el primer aticulo cientifico de la tesis, que lleva por titulo: “Higienizacion y
control del hongo Diplodia seriata en restos de la poda de la vid y su variabilidad
estacional en compostaje abierto y cerrado” se compara por primera vez la eficacia de
eliminacion de hongos en sarmientos mediante un compostador abierto o pila vs un

biodigestor cerrado discontinuo y en diversas estaciones del afio (Figura 2.3).

Di. seriata Residuos Residuos
Sarmientos viticolas organicos-
inoculados triturados estiercol
Compostaje
Pila abierta
Biodigestor C/N nfif:trlg.
cerrado alta &
TeC

Higienizaciéon| | Biodegradacién

Producto final Ud) COMPOST J

Figura 2.3 Esquema del proceso de compostaje en pila abierta y/o biodigestor cerrado, pardmetros de
seguimiento del proceso.

El proceso de compostaje o la transformacion microbiana aerobia (Haug, 1993) es
el modo de aprovechamiento de residuos mas antiguo. Se basa en la fermentacion
microbiana de materia orgdnica en presencia de aire. Durante el proceso la temperatura
oscila entre 65-75°C y el pH entre 7-7.59 (Moreno and Moral, 2008). EIl proceso se
puede desarrollar en pilas abiertas donde la aireacién se hace por volteo después de un
periodo de tiempo en cual la temperatura empieza a bajar o en biodigestores cerrados
(Sanchez et al., 2008) dotados con un dispositivo para el acondicionamiento de la
temperatura y la humedad del material tratado y del control automatico de todo el
proceso.

La estrategia que hemos seguido para la eleccion de meétodos de higienizacion y
biodegradacion de restos de la poda de la vid se basa en el andlisis de la extensa

bibliografia especializada disponible sobre proceso de compostaje de residuos organicos
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y en el estudio previo de compostaje en un biodigestor cerrado de baja capacidad (Tabla

2.1).

Tabla 2.1 Sistema de compostaje abierto y cerrado con varios materiales, ventajas para la higienizacion

Compostaje Materiales Ventajas Referencia
Abierto
pila con volteo restos de poda de vid triturados,  higienizacion en 35 dias (D.seriata), uso Matei et al.
60-75°C gallinaza como sustrato (2014)
pila con aire continuo forzado restos de poda de la vid, hollejos mejor mezcla con sarmientos, higienizacién Bustamante
65°C de la vid, purina de cerdo, paja  (F. oxysporum), uso como sustrato etal.
de trigo (2015)
pila con volteo estiercol de cerdo higienizacién 99% en 7 dias (Penicillin), 40-  Zhang et al.
56°C 80% mejoara la actividad de microorg. (2015)
pila con volteo estiercol ganadero y residuos higienizacion en 24h (E. coli y Salmonella Avery et al.
60-70°C verdes spp) (2012)
ila con volteo restos de poda de vid, hollejo de  materia organica alto contenido, mejor Manios
P uva, hojas de olivo, hollejo de compost con mezcla, mejor mezcla con (2014)
55-65°C oliva, purin de cerdo, lodosde  hollejos de uva, mejor 30% como sustrato,
depuradora >% determina la fitotoxicidad
pila con volteo restos de planta y raices higienizacion después de 60 dias (virus) y Aguilar et
61.9-73.8°C menos de 30 dias(Olpidium bornovanus), al. (2010)
' ' uso como abono
pila con aire continuo forzado residuos de poda, hojas, hierba  restos de la poda como “agent bulking”, Benito et
cortada infiltrar agua, aireacion, influencia de las al. (2006)
60-70°C precipitaciones
ila con volteo estiércol de ganado, restos de higienizacion (R. solani, Sclerotinia Pane et al.
25°C cultivos de tomate, alcachofa, menores) in vitro e in vivo por la (2013)
astillas de madera (65%) distribucion del C organico molecular de las
astillas de madera
pila con volteo lodos de depuradora higienizacion en 9 dias en verano y 29 dias Kaszewska
50-579C capa central y 60 dias capa inferior en etal.
invierno (E.coli, S. senftenberg) (2006)
pila con aire continuo forzado paja de cereal, estiercol de cerdo  higienizacion de 2h (E.coli) Turner
50-55°C (2002)
Cerrado
biodigestor cerrado restos de poda de vid triturados, higienizacion en 2dias (D.seriata), uso como  Sanchez et
i sustrato al. (2014)
65-75°C gallinaza
biodigestor cerrado paja de cebada, viruta de madera higienizacion en 21 dias (virus) y 65°C en Hussain et
45-65°C blanda, estiércol de vison comparacion con testigo identificado al. (2014)
después de 1 dia
biodigest d gallinaza, cadaveres de aves de  higienizacion en 2 dias de temperturas Dunkley et
Séoglggsg?)rccerra 0 coral termofilica (en 9 dias en verano y 42 dias en al. (2011)
e invierno) (Salmonella entérica, E.coli)
biodigestor cerrado estiércol de vacuno, sulfato de higienizacion a C/N 20:1 (Salmonella spp); Erickson et
500C amonio 0.08% con una relacion de 40:1 el pH >8y temp. al. (2009)
mas altas pero no una inhibicién mas rapida;
mejor proceso con 0,08% (NH,;),SO,
biodigestor cerrado cadaveres de pollo, paja de higienizacion (cerrado), no olor, gases de Sénchez et
cereal, gallinaza baja presion, no influyen condiciones meteo, al. (2008)

58-60°C

uso como abono
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Segun el volumen que ocupa el material puesto a compostar, el calor generado sera
y solo cuando se supera el metro cbico se producen solo en montones de mas un metro
cubico se producen procesos de fermentacion termofilica con una elevada temperatura
de 65-75°C (Bueno, 2010). En la prueba previa hemos utilizado un biodigestor cerrado
con dos modulos de 120 kg de capacidad cada uno y la aireacién y el volteo automatico.
Debido a la poca cantidad de material a compostar la fase termofilica no se mantiene o
no alcanza los valores para la higienizacion y biodegradacion (Figur 2.4) (Matei et al.,
2013). También los materiales organicos nitrogenados utilizados (estiércol de gallina y
estiércol de oveja) influyen en el nivel de temperatura alcanzada en la fase termofilica

del proceso de compostaje.

Evolucion de la temperatura durante el compostaje (2C)

I 384377

50,9

Temperatura (2C)

40,1
4,5
246
15 15 II
3
Figura 2.4 Compostaje de sarmientos de la poda de la vid con gallinaza (SG) y estiércol de oveja (SE)
(1:2, v/v) en un biodigestor cerrado con aireacion y volteo automatico (Matei et al., 2013).

Para los hongos pat6genos que habitan en los tejidos del floema y xilema de la vid
se han propuesto métodos térmicos de higienizacidn de restos de poda de vid mediante
la aplicacion de procesos de compostaje (Matei et al, 2014). En el proceso de
compostaje la adicion de gallinaza a los restos de la poda de la vid hace que la
temperatura suba hasta 70°C y ello favorece la eliminacion de potenciales patdgenos en
el producto final.

Sucesivamente al estudio anterior se ha realizado otro de caracter temporal sobre

el proceso de higienizacion del hongo Diplodia seriata en restos triturados de poda de la
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vid (tamafio no superior a 2-4 cm) en una pila abierta y un biodigestor cerrado y para
diferente variabilidad estacional (primavera, verano e invierno).

Se ha visto que el proceso de compostaje depende de la estacion en cual se
desarrolla. Benito et al. (2006), operando con sarmientos de poda de vid compostado en
pila abierta junto con residuos de jardineria, encontrandose diferencias significativas
cuando se opera en verano probablemente debido a la lixiviacion de sales solubles como
resultado de la precipitacion estacional. Dunkley (2011) también a advertido la
efectividad del proceso de compostaje en pila abierta durante el periodo de verano para
el proceso de inactivacion de los microorganismos patdgenos que pueden estar presentes
en el proceso. Del mismo modo, Rodriguez et al. (2012) confirmaron la eficacia de un
digestor cerrado (un reactor de tambor rotativo) usando restos de poda y polvo de aserrin
como agentes estructurante, asegurando la completa eliminacion de patogenos después
de 3 dias de compostaje.

Otro aspecto objeto de estudio ha sido la obtencion de un producto (compost) mas
0 menos estable, libre de patdgenos y semillas de malas hierbas (Stoffella et al., 2005)
para su utilizacion como corrector del suelo en Agricultura o como sustrato fertilizante
mineral para la germinacion de las semillas. En nuestra contribucion presentamos los
parametros fisico-quimicos o de seguimiento del proceso de compostaje (temperatura,
humedad, aireacion, pH) asi como los parametros relativos a la naturaleza del sustrato
(C/N y conductividad eléctrica) en diferentes estaciones del afio; asi como los
parametros biologicos (indice de germinacion, % de hongos y bacterias) y la calidad del
compost (contenido en nutrientes y metales pesados).

(i) Material lignocelulésico.

Los sarmientos de la poda han sido seleccionados como material lignocelulosico
de las cepas asintomaticas de la variedad Tempranillo del vifiedo de Cubillas de Santa
Marta (Valladolid) donde previamente se marcaron las cepas enfermas, vifiedo objeto de
seguimiento del decaimiento de la vid desde el afio 2003. Dichos sarmientos fueron
obtenidos durante la poda anual, de un gestor que los recoge de las parcelas y los tritura
mecanicamente para su posterior comercializacién. Para reducir el volumen de los
residuos de la poda de la vid se puede utilizar una maquina para el astillado y triturado

que facilita el secado natural y también su transporte (Figura 2.5).
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Figura 2.5 Triturado de residuos de la poda de la vid mediante astilladora movil con reducido tamafio y
gran facilidad de acceso a las explotaciones agricolas (pueden procesar entre 1.000 y 10.000 kg/h).

De las cepas asintomaticas antes de la poda hemos recogido sarmientos para la
inoculacion con el honog Diplodia seriata, hongo asociado al decaimiento de la vid.

La caracterizacion agroquimica de los sarmientos de la vid muestra un
considerable aporte érgano-mineral como mejora de la estructura del suelo (Fregoni,
1977). Teniendo en cuenta estas cualidades, los sarmientos previamente triturados
pueden ser utilizados como agente estructurante (agent bulking) en la mezcla con
diferentes tipos de estiércol produciendo mediante el proceso de compostaje, e incluso
en el propio campo, el denominado compost. Esta recuperacion permite abonar la tierra

sin necesidad de otro tipo de producto adicional.

(i) Material orgénico.
Se conocen como “aditivos” los materiales ricos en nitrégeno que se pueden anadir
a la masa para compostar, y que sirven para activar o acelerar el proceso de compostaje,
0 bien para equilibrar en nutrientes la materia prima para mejorar el producto final como
la estimulacién del metabolismo de los microorganismos (Uranga Belanzategui, 1995).
-El estiércol de gallina utilizado para el proceso de compostaje es procedente de
una explotacién avicola (Hibramer, Valladolid, Espafia) y consiste en una mezcla del
material de cama original (serrin) y de eyecciones solidas y liquidas de los animales
durante el ciclo productivo. Es un material con un alto contenido en nitrégeno y menor
en carbono, por lo que se convierte en un buen aditivo nitrogenado en combinacién con
los residuos lignocelulosicos para el proceso de compostaje. Esta fraccion organica con
un gran contenido de humedad (50 a 80%) es una de las principales fuentes de

generacion de lixiviado en el sitio de disposicion final de los residuos solidos,
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convirtiéndose en el principal problema ambiental. La captacién de lixiviados y el
tratamiento de estos es uno de los mayores problemas técnico-econdmico a que nos
enfrentamos. La gallinaza normalmente suele mezclarse con otros sustratos para reducir
su contenido en humedad, proporcionando asi una adecuada porosidad y obteniendo una
relaciéon C/N entorno a un 25/1-30/1 (Urbano Terrén, 2002). Algunos de los sustratos
utilizados son los restos de poda, la paja, el serrin o la corteza de pino.

Esto analisis quimicos de micro y macroelementos (Tabla 2.2) nos han
determinado a elegir el estiércol de gallina en la mezcla con los sarmientos de la poda de

la vid para el proceso de compostaje.

Tabla 2.2 Andlisis de los materiales precursores seleccionados para el proceso de compostaje.

Na Fe Mn Cu Zn

Muestra %C %N CN %K %Ca %Mg (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

Sarmientos 43.26 0.68 63,6 047 054 0.125 210.76 20.31 21.12 3.90 18.69

o 0.04 0.02 0.01 0.01 0.00 14.45 0.84 0.83 0.36 1.62
Gallinaza 38.01 3.28 11.59 186 9.15 0.65 0.50 1222 347 44 273
o 6.07 1.62 0.72 1.09 0.08 146 259.12 184.66 30.35 71.68

Métodos: LECO y absorcion atdmica

2.1.1.1 Identificacion y aislamiento del hongo Diplodia seriata

Diplodia serita es un hongo fitopatogeno aislado de las plantas afectadas de la
enfermedad del brazo muerto (Black Trunk Desease, BDA) y que produce infecciones
graves tanto en el vifiedo como en los arboles frutales y que pertenece a la familia
Botryosphaeriaceae (Larignon et al., 2001, Van Niekerk et al. y 2006, Savocchia et al.,
2007). Armengol et al., 2001b confirma la mayor incidencia de D. seriata en vifiedos
espafioles, siendo probablemente el hongo méas abundante en los paises de clima
mediterraneo.

En base a estudios taxondmicos basados en la comparacion de la secuencia ITS
(Internal Transcribed Spacer) la especie D. seriata ha sido incluida en el género
Botryosphaeria (familia Botryosphaeriaceae, orden Dothtiomycetes, incerta sedis),
genero con 12 grupos distintos (Phillips et al., 2007), con una distribucién cosmopolita

(Denman y col., 2000). En su caracterizacién se han tenido en cuenta caracteres de
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colonias tales como la morfologia y la tasa de crecimiento miceliar a diferentes
temperaturas (Pennycook y Samuels, 1985, De Wet et al., 2003). Diplodia presenta
conidios hialinos que puede septarse y pigmentarse cuando son maduros, de pared
gruesa y ancho superior a los 10 um (Phillips, 2002).

El aislamiento y la identificacion morfolégica y molecular de los hongos
patdgenos han sido facilitados por ITACyL. Durante el seguimiento anual de la
incidencia de las enfermedades flngicas en los vifiedos de Castilla y Ledn se recogieron
muestras de cepas afectadas para su posterior analisis en el laboratorio.

Los aislados fangicos y sus monosporicos entraron a formar parte de la coleccién
de hongos del ITACyL. Para ello, se les asigndé un namero de coleccién y fueron
conservados a 4°C y repicados periddicamente en medio PDA (Martin & Cobos, 2007).

Los medios de cultivo utilizados para cada uno de los ensayos realizados fueron
MEA (malta extracto agar) y PDA (patata dextrosa agar) comercializados por Merk.
Para la preparacion se usa 17g MEA o 12g PDA que se disuelve en 750ml de H,0
destilada y se esteriliza en un autoclave (Mediclave J.P. Selecta) a 100°C durante 45
min. Para inhibir el crecimiento de las bacterias en los dos medios de cultivos descritos,
se afiadio 3.75 ml de Cloranfenicol (0.25g/l, Merk). EI medio MEA ha sido

suplementado con 0.75 ml del acaricida Dieldrin (0.2 g/I, Sigma).

(i) Proceso de inoculacion

Para determinar la efectividad del proceso de compostaje en la higienizacién de
restos de la poda de la vid, previamente hemos inoculados los sarmientos con el hongo
patdgeno D. seriata. Se recogen antes de la poda sarmientos de las cepas supuestamente
sanas (variedad Tempranillo), del vifiedo de Cubillas de Santa Marta (Valladolid,
Espafia). En este vifiedo tres afios seguidos (2003-2007) se marcaron las cepas
consideradas enfermas por la sintomatologia externa presentada. Los sarmientos se
cortan en trozos de 15-20 cm, presentando 2 0 3 yemas. Estos trozos de sarmientos se
lavan superficialmente con agua y jabdn, se desinfectan y se secan bajo luz ultravioleta
durante 30 min (Kowell UV, serie MV). Se reserva 5 sarmientos antes de inocular para

analizar el saneamiento.
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El proceso de inoculacion se ejecuta bajo luz UV. Se renueva (refresca) el corte
basal del trozo de sarmiento y seguidamente en este corte se aplica 5-6 mm de micelio
del hongo. Se introducen con la base inoculada en tubos de ensayo y se guardan en
gradillas a temperaturas de 25°C y en la oscuridad un periodo de 2-4 meses.

Después de la infeccidn se recoge una muestra de 5 sarmientos inoculados para el
analisis y establecer el control o el porcentaje inicial de infeccion.

Los andlisis microbioldgicos de los sarmientos no inoculados (saneamiento) e
inoculados (control y muestras después del tratamiento) respecta el mismo

procedimiento que se presenta a continuacion.

(if) Analisis microbioldgicos

Los analisis microbiologicos se llevaron a cabo mediante extraccion diaria de
cinco sarmientos inoculados de las capas de compostaje de la pila y el biodigestor
cerrado, la primera semana y después cada 10 dias y hasta 60 dias del experimento. Cada
sarmiento se corta a una altura de 4-5cm de la base y se desinfectan por inmersion 5 min
en una solucion de lejia de 50% seguida de tres lavados en agua estéril de 5 minutos
cada uno. Se extraen 6 astillas/sarmiento (es decir 30 astillas/muestra) que se sembraron
en placas Petri con medio MEA previamente preparado. Las placas con las astillas se
incuban a oscuridad y una temperatura de 25°C durante 10 dias (Alaniz et al., 2007),
periodo suficiente para determinar morfolégicamente el crecimiento de D. seriata y otros
hongos (Aspergillus, Acremonium, Alternaria, Fusarium) y bacterias (Actinomicetos,
Bacillus, Thiobacillus y Enterobacter spp), en cada astilla. Se repican en medio de
patata dextrosa agar (PDA) los conidios del hongo resultado para inducir la esporulacion
a 25°C en ciclos alternos de 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz ultravioleta cercano
(Martin y Martin, 2013).

La lectura de las placas empieza después de 10 dias y se repite cada dos semanas
durante dos meses. El porcentaje de inhibicion del hongo D. seriata se determina
contando el numero de astillas infectadas por placa y por muestra de residuo de poda
inoculado en comparacion con el control (sarmiento inoculado antes de compostaje), y
recurrir a la PCR (ThermoCientifico ™ SureTect ™) para la confirmacion cuando sea

necesario.

80



MARCO Y OBJETIVOS DE LA TESIS

(iii) Identificacion morfoldgica

Los aislados de D. seriata han sido identificados por los caracteres macroscopicos
como la textura de las colonias, color del micelio en el medio MEA, la forma de la
margen del hongo en la placa Petri, asi como la morfologia de las esporas y células

conidiogenas (Armengol et al., 2001, Alaniz et al., 2007).

(iv) Analisis estadisticos

Los valores medios de los porcentaje de inhibicién se calcularon a partir de 5
replicas por cada tratamiento y la separacién de las medias se calculan para el valor de
p<0,05, determinando las diferencias significativas con el programa Origin Pro®
ANOVA tools.

2.1.1.2 Compostaje estacional abierto o cerrado 6ptimo para la higienizacion

Las pruebas de compostaje, realizadas en el Centro de Capacitacion Agraria
"Vifialta" en Palencia (Espafia) se han llevado a cabo desde 3 de mayo hasta 19 de julio
19 correspondientes al compostaje en el periodo de primavera, del 26 de julio al 12 de
octubre correspondiente a la temporada de verano, y desde 12 noviembre hasta 2 de
febrero para la campafia de invierno.

Un requisito previo para la optimizacion del proceso de compostaje, tanto en el
abierto (pila) como en los sistemas de biodigestores (discontinua) cerrado es la
determinacion mas apropiada de la relacién gallinaza/residuos de poda de la vid (la
relacién C/N de la mezcla de partida) que ha de ser de ca. 30 (Moreno and Moral, 2008).
Las relaciones C/N de los materiales de partida se midieron (después de secarlos a 100°
C durante 48 horas y molidas en un molino ultracentrifugo Retsch ZM-100 a un tamafio
de particula <0.08 mm) con un aparato LECO CHNZ2000 y los contenidos en micro y
macronutrientes (incluidos metales) por espectrofotometria de Absorcion Atémica
(Atomic Absorption Spectrometers VARIAN AA240FS Fast Sequential AAS) con llama
y cdmara de grafito para metales (norma UNE-EN 13650:2001) (Tabla 2.3).

Las relaciones experimentales de C/N para el estiércol de gallina (A) y restos de la

poda de la vid (B) fueron de 10.11 y 54.71, respectivamente, por lo que las proporciones
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de mezcla de 100 kg de los dos materiales fueron determinadas facilmente mediante el

uso de la siguiente ecuacion [1]:

A (CIN)a + B (C/N)g = 100 (C/N)mezcta [1]

Estos calculos indican que la relacién teorética entre el estiércol y los residuos de
la poda de la vid debe ser 55/45, es decir, 1.22. Sin embargo, con el fin de alcanzar una
buena higienizacion y la calidad del compost, también es necesario operar con una
mezcla que puede alcanzar altas temperaturas de compostaje. Las pruebas preliminares
con la relacion estiércol/restos de poda de 1.22: 1, 1.5: 1 y 2: 1 mostraron que los
mejores resultados para la higienizacion final y la calidad del compost se lograron con
una proporcion de 2:1 (w/w) (Matei et al., 2014).

Las experiencias de compostaje se realizan a escala real en abierto (pila) y en
cerrado (biodigestor disontinuo) para poder realizar las adaptaciones técnicas a las
necesidades del material a compostar. Para la preparacion de la pila abierta (Figura 2.6
(a)), se coloca, inicialmente, una capa de paja a fin de absorber los lixiviados, seguida
de una primera capa de 300 kg de estiércol de gallina, una segunda capa de 150 kg de
restos de poda de vid, tercera capa de 300 kg de estiércol, cuarta capa de 150 kg de
restos de poda de vid, y finalmente una capa de recubrimiento de estiércol.

En el biodigestor cerrado ((Figura 2.6 (b)), se prepararon 33 capas, con una capa
inferior de paja para absorber lixiviados y capas alternas de estiércol (30-35 kg) y restos
de poda (15-17.5 kg), cubiertos por una capa final de estiércol.

Se afiadio agua a cada capa de sarmientos triturados para proporcionar un valor de
humedad de 50%, y los parametros humedad y temperatura se controlaron con las
sondas indicadas a continuacién. La aireacion de la pila estaba asegurada con el proceso

de volteo (después de 28 dias).
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(@) (b)

Figura 2.6 Montaje de una pila abierta (a) y de un biodigestor cerrado discontinuo (b) con gallinaza y
restos del a poda de la vid triturados (2:1, V/v).

En cuanto al biodigestor cerrado discontinuo disefiado por el equipo de
investigacidn, esta constituido por un modulo Box-Bompost, envolvente contenedora de
los biodigestores y un dispositivo COMPOSTRONIC. Las dimensiones del contenedor
Box-Compost eran 2.370 x 1.080 x 1.420 mm, y fue construido con paneles de poliéster
y espuma de poliuretano, con una estructura externa de acero inoxidable. En el interior
del contenedor Box-compost, la temperatura, la humedad y el oxigeno contenido de la
masa de compostaje se acondicionaron con un calentador de aire 7.5 KW, aspersores de
agua y un ventilador externo de alta presion (3 HP), que se controla de forma automatica
con un dispositivo Compostronic Siemens equipado con un registrador de datos data

logger HOBO U12 con 4 canales externos (Sanchez et al., 2008).

2.1.1.3 Parametros que afectan el proceso de compostaje

En general, el manejo y confeccion de compost va a estar condicionado por el
sustrato, por la cantidad, el producto final que se quiera obtener, el microclima, la
estacion del afo etc. pero las técnicas a aplicar son esencialmente las mismas (Uranga
Belanzategui, 1995).
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2.1.1.3.1 Parametros de seguimiento del proceso de compostaje

Temperatura: el proceso de compostaje se divide en cuatro etapas segun la
evolucion de la temperatura: mesofilica, termofilica, enfriamiento y maduracion (Bueno
etal., 2008).

La temperatura es un factor fundamental para potenciar el proceso de compostaje y
debe ser en torno a los 65°C con una duracion de 15-20 dias para conseguir una correcta
higienizacion (Ekinci, 2013 y Bueno, 2010), solo en montones de mas 1 metro cubico se
produce una fermentacién termofilica (Figura 2.7). Las poblaciones de los
microoganismos que intervienen en el proceso de compostaje mueren 0 se mantienen en

forma de esporas.

Altura (metros)
|

Anchura (metrgs)

Figura 2.7 Temperaturas en diferentes secciones de una pila de compost (Atlas y Bartha, 2002).

Cuando operamos en un sistema de pila abierta o en un biodigestor cerrado
observamos que no hay una clara delimitacion entre las fases mesofilicas (10-40°C) y
termofilica (40-75°C) ya que las dos fases ocurren secuencialmente (Schloss et al.,
2003). Las temperaturas vuelven a descender momento en cual es necesario el volteo, en
caso de las pilas abiertas sin posibilidad de aireacion controlada (Matei et al., 2014).
Para los biodigestores cerrados discontinuos disponemos de aireacion forzada
programada (Sanchez et al., 2008) y una vez superada la fase termofilica la temperatura
disminuye ligeramente y de forma continua. Cuando se estudia la variabilidad estacional
del compost, es preciso resaltar que las fluctuaciones de temperatura pueden ser

atribuidas a la influencia de la temperatura ambiente, de acuerdo con Zhu (2006).
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The US Environmental Protection Agency (EPA, 2002) considera suficiente
mantener una temperatura minima de 55 °C durante 3 dias o 15 dias en compostaje
(fertilizante clase A), o un minimo de 40 °C durante 5 dias y durante 4 horas la
temperatura en la masa que composta debe exceder de 55 °C (fertilizante clase B). Por
Gltimo, a fin de garantizar la calidad del compost de acuerdo con el Reglamento Europeo
(CE) N° 2003/2003 de fertilizantes, la evolucion de los nutrientes y el contenido de
metales pesados al principio y al final del proceso de compostaje se han monitorizado,
tanto para la pila abierta y el biodigestor cerrado discontinuo.

Humedad: La generacion de calor debida a la actividad biologica no se puede
iniciar si no hay un equilibrio entre el aire y la humedad, que permita el desarrollo de los
microorganismos aerdbicos que necesitan una cierta cantidad de agua para su
metabolismo, también es necesario para el transporte de las sustancias solubles que
sirven de alimento a las células y de los materiales de desecho.

Comparando la pila abierta con el biodigestor cerrado los cambios de humedad
pueden deberse también a los factores climaticos; tanto precipitaciones, como la falta de
ellas, asi como la insolacion directa, esto influye méas en el caso de la pila abierta. Es
imprescindible para iniciar el proceso de compostaje de los sarmientos afiadir agua hasta
que la humedad sea de aprox el 50% y mantener la humedad por encima del 40%
(Bueno et al., 2008). Para materiales fibrosos o residuos forestales gruesos la humedad
maxima permisible es del 75-85% mientras que para materiales vegetales frescos, ésta
oscila entre 50-60 % (Jose and Maneses 2010). Al final del compostaje un contenido
bajo en humedad indica un buen proceso de compostaje, la humedad es conveniente que
esté comprendida entre el 35% y 40% conforme con la legislacion vigente.

Para la pila abierta el exceso de humedad puede ser reducido por aireacion por
volteo y el déficit mediante riegos. En el biodigestor se producia una evaporacién debido
a la temperatura, pero al estar cerrado, posteriormente se producia una condensacion, lo
que mantenia constante la humedad.

El pH y la conductividad eléctrica (CE): El pH influye sobre el proceso de
compostaje debido a su accién sobre la actividad de los microorganismos (Bueno et al.,
2008). Los hongos toleran un amplio rango de pH (5 - 8) mientras que las bacterias

presentan una menor capacidad de tolerancia (6 — 7.5). Al pH por encima de 9 favorecen
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la conversidn del nitrégeno en amoniaco, afectando negativamente al crecimiento y a la
actividad de los microorganismos (Moreno et al., 2007).

La mezcla de sarmientos y gallinaza que hemos utilizado para llevar a cabo el
proceso de compostaje de los mismos, presenta un pH neutro que ha favorecido la
actividad de los microorganismos.

Si durante el proceso de compostaje se originan unas condiciones fuertemente
alcalinas y se producen perdidas excesivas de nitrégeno en forma de amoniaco, conviene
afiadir cal a la pila. Si las condiciones iniciales son fuertemente acidas puede que la pila
no aumente su temperatura (Moreno et al., 2007).

No es necesario influir sobre el pH del proceso si se presta atencidn a la mezcla de
los materiales, el contenido de humedad y la aireacion (Dalzell et al., 1991). Las
condiciones Optimas para un buen compostaje incluyen valores del pH préximos a la
neutralidad (Uranga, 1995).

La conductividad eléctrica (CE) aunque no informa del desarrollo del proceso es
fundamental ya que puede limitar en algin caso el tipo o dosis de aplicacién del
compost. Al final del proceso de compostaje los valores de la CE no deberian ser
superiores a 2 g/l (expresada en NaCl). Hemos hecho el seguimiento de los valores de la
CE demostrando su influencia sobre la capacidad de germinacion de las semillas vy el
crecimiento de las plantas.

Aireacion: La aireacion del monton no solo proporciona oxigeno a los
microorganismos sino que ayuda a regular el exceso de humedad por evaporacién, y
ademas ayudara a mantener la temperatura adecuada.

Una aireacion adecuada es la condicién base de un buen compostaje: el proceso de
compostaje se desarrolla en condiciones aerébicas con un contenido en oxigeno entre 15
y 20% (LO6pez-Real, 1995).

En nuestro caso tanto para el compostaje en invierno como en verano el exceso de
aireacion puede disminuir la temperatura del proceso y una alta desecacion y un
descenso en la actividad metabdlica de los microorganismos (Zhu, 2006). Si no hay
suficiente oxigeno, los microorganismos aerobios seran sustituidos por los anaerobios
produciendo un retardo en la descomposicion, aparicion de sulfuro de hidrégeno y la

produccién de malos olores (Bueno et al., 2008). Existen varias formas de suministrar el
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oxigeno, mediante volteo o agitacion del material (pila abierta) y en otros, mediante
equipos de ventilacion que funciona por succion, o introduciendo aire forzado

(biodigestor cerrado) (Barrena, 2006).

2.1.1.3.2 Parametros relativos a la naturaleza del sustrato

Tamarfio de particula: Antes de realizar el proceso de compostaje es necesario
triturar, desmenuzar o desfibrar los desechos organicos mediante tratamientos
mecanicos, mediante machetes o mas industrialmente con una astilladora especial para
picar material vegetal verde y seco (Figura 2.6). Esta operacion permite que los residuos
orgadnicos mejoren la capacidad de retener agua y aire, ademas de aumentar la superficie
de aprovechamiento bacteriano. Este tamafio va a depender del tipo de flujo de aire que
vayamos a emplear, para aire forzado el tamafio de particula debe estar préximo a 10
mm (biodigestor cerrado) y en flujo natural de aire unos 50 mm (pila abierta) (Dalzell et
al., 1991). La aireacion y la capacidad de descomposicion puede ser mejorada al reducir
el tamafio de las particulas con el consiguiente aumento de superficie, mientras que la
porosidad se mantenga por encima del 30% (Rynk, 1992).

Relaciones C/N: La relacion C/N expresa el cociente entre el carbono organico y el
nitrégeno total contenido en las materias organicas a compostar. Es necesario que la
relacion C/N esté entorno al 25-35 en la mezcla inicial (Jhorar et al., 1991).

Segun Jeris y Regan (1973), en la practica, el valor puede ser un poco mas elevado
debido a la existencia de bastante carbono en formas resistentes como celulosas y
ligninas no utilizadas por los microoganismos, valido para los sarmientos de la poda de
la vid, caso en cual la proporcion en peso de gallinaza a sarmientos de poda es de 2:1
(2kg de gallinaza por 1 kg de sarmientos triturados), optima para un buen compostaje.
Un compost se considera maduro cuando la relacion C/N es menor de 20 o cercano a 15.

Cuando utilizamos estiércol de gallina en el proceso de compostaje, para optimizar
las propiedades del sustrato (espacio de aire, contenido de humedad, relacién C/N,
densidad de particulas, pH y estructura mecanica), es importante la adicién de un agente
estructurante. En este sentido los restos lignocelulosicos de la poda de la vid son un
material idoneo para la mezcla, afectando positivamente la velocidad de descomposicion
(Bernal et al, 2009; Hao et al, 2004).
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2.1.1.3.3 Analisis fisicos, quimicos y de fitotoxicidad de las muestras de compost

Antes de los andlisis las muestras de compost se secaron a 100° C durante 48 horas
en un horno de calentamiento y secado Thermo Scientific Heraeus T 6030, y han sido
molidas en un molino ultracentrifugo Retsch ZM-100 a un tamafio de particula <0.08
mm). Las concentraciones de carbono, hidrégeno y nitr6geno se miden con un
analizador LECO CHN2000.

Para la toma de temperatura y de humedad hemos utilizado un termémetro portatil
Crison 638 Pt y una sonda de humedad Theta Meter HH1, respectivamente. La
conductividad eléctrica (CE) y el pH se midieron con un conductivimetro Crison micro
CM 2200 y un pH metro Crison Basico 20 pH, respectivamente.

También se ha utilizado para procesar las muestras y su caracterizacion una
incubadora Medilow JP Selecta, un microondas ETHOS 900 como un espectrofotémetro
de absorcion atomica Varian AA240 FS de llama y un horno de grafito para los analisis
de metales (UNE-EN 13650: 2001 compatible)

Para la prueba fitotoxicidad, se incubaron diez semillas de berro (Lepidium
sativum) con 1 ml de extracto de compost a dos concentraciones diferentes, ya sea 1.7 g
0 5 g de de compost/100 ml de agua destilada, a 25 ° C en la oscuridad durante 72 horas
en papel de filtro de celulosa esterilizado (Whatman No. 1), de acuerdo con Zucconi et
al. (1981). Cuatro repeticiones se prepararon y se incubaron a 26°C en la oscuridad
durante 48 horas. Los indice de germinacion (1G%) de las muestras se calcularon usando

la siguiente férmula [2]:

n? semillas germinadas x longitud de la raiz (tratadas)

1IG% =

nosemillas garminadas x longitud de la raiz (control) x 100 [2]
0] Analisis estadistico
Los valores medios de los porcentaje de inhibicién se calcularon a partir de 5
replicas por cada tratamiento y la separacion de las medias se calculan para el valor de
p<0,05, determinando la diferencias significativas con el programa Origin Pro®
ANOVA tools.
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2.1.2 Eleccion de método térmico de control in vitro de Diplodia seriata

El segundo articulo cientifico de la tesis doctoral que lleva por titulo: “Cinética de
muerte térmica in vitro de hongos inoculados de Diplodia seriata en sarmientos de la
poda de la vid” se centra en utilizar la termoterapia para la inhibicion de la germinacion
de dos aislados del hongo Diplodia seriata y desarrollar un modelo cinético de muerte
térmica para predecir el tiempo de mantenimiento necesario para la higienizacion de los

sarmientos de la vid inoculados (Figura 2.8).

Inoculos:
Y84-1-1a
Y207-1-1c

Di. seriata Sarmientos de
Sarmientos la podade la
inoculados

Incubadora Termoterapia

bacteriologica

alta
TeC t
(min)

Modelos cinéticos: Ea

lineal y Weibull

Termotolerancia

Higienizacion
Sarmientos

Producto final

Figura 2.8 Esquema del control in vitro (termoterapia) del hongo Diplodia seriata inoculado en sarmientos
de la vid y su higienizacidn.

El efecto de la temperatura sobre la germinacion de esporas de hongos patégenos
ha sido ampliamente estudiado con el fin de determinar las condiciones necesarias para
la infeccién. La mayoria de los aislados de los hongos comienzan a desarrollarse
apreciablemente a partir de los 15°C, deteniendo el crecimiento hasta 35°C. El rango de
temperatura Optima se registra entre 20 y 30 °C (mayoria entre 25 y 30°C), pero este
Optimo varia dentro de un mismo aislado en funcion del medio de cultivo (mejor en
PDA). En general la curva de crecimiento muestra perfiles similares, con un crecimiento
exponencial hasta la temperatura 6ptima seguidas de unas reducciones mas 0 menos
bruscas de crecimiento (D. seriata tiene un crecimiento medio a 25°C (25mm £ 5.39) y
a 30°C (22mm £ 2.59) (Martos, 2008).
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La termoterapia se ha comprobado que es un método eficaz y de facil aplicacion
para la erradicacion de patogenos (bacterias, hongos, nematodos, virus y fitoplasmas)
tanto de semillas como de material vegetal utilizado en la reproduccion vegetativa
(Tabla 2.3).

Tabla 2.3 Métodos térmicos de higienizacion, temperatura (°C) y tiempo de higienizacion.

Métodos de ToC y tiempo de

L Tipo Lot Referencia
higienizacion higienizacion
Térmicos
Compostaje abierto 65-75°C y 35 dias .
. Matei et al. (2014)
cerrado 65-75°C y 2 dias
Aire caliente conveccion 137°C y 45min Jeng et al. (1987)
bloque de calentamiento  52°C y 24h Wang et al. (2002)
Aguacaliente  termostatico 80-90°C y 15min Evelyn et al. (2016)
73°C y 5.90s Gabriel et al. (2015)
50°C y 4min Yan et al. (2014)

60°C y 15.3min (4% etanol) Milani et al (2015
60°C y 34.2min (7% etanol) Hlani et al (2015)

. 53°C y 30min Gramaje et al. (2013)
calentador circulante . .
63.9°C y 15min Cheng Li (2014)
. . 60°C y 23.9s
serpentin sumergido Scanlon et al. (2015)
55°C y 180.2s
Explosién de vapor 172°C y 2min Zhao et al. (2015)

Por ejemplo, se han propuesto métodos térmicos de higienizacion de restos de
poda de vid mediante la aplicacidn de procesos de compostaje (Matei et al, 2014), y de
control de hongos patdgenos mediante tratamientos con agua caliente (Bleach y col.,
2013; Gramaje y col., 2010). En el proceso de compostaje la adicion de gallinaza
(poultry manure) a los restos de la poda de la vid hace que la temperatura suba hasta
70°C y ello favorece la eliminacién de potenciales patdgenos en el producto final (Matei
et al., 2014). En viveros, es posible controlar los hongos patdgenos de la enfermedad de
Petri (grapevine nursery) mediante la aplicacién de tratamientos con agua caliente a
53°C durante 60 min, y sin afectar los tejidos de la cepa de la vid (Waite and Morton,
2007, Gramaje y Armengol., 2013). Bleach et al. (2013) tratando con agua caliente in
vitro los sarmientos de la poda inoculados con Cn. liriodendri, Cn. macrodidymum and

Cn. nestructans observa la inhibicion total de la germinacion de las conidios a un rango
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de 40-50°C para 15-30 min. Milani et al. (2015) demuestra que la concentracion de
etanol en la cerveza influye el tiempo de tratamiento con agua caliente para la
esterilizacion sobre Saccharomyces spp, con 60°C y 15.3min (4% etanol) y 60°C y
34.2min (7% etanol) respectivamente.

Gramaje et al. 2010 han efectuado estudios del decaimiento de plantas de la vid
jovenes (declive) asociadas a la enfermedad pie-negro causada por Cylindrocarpon spp,
y su inhibicion mediante tratamientos de agua caliente in vitro. Bendek et al 2007, han
evaluado el indice de peligro de infeccion y el efecto de la temperatura y humedad sobre
la germinacion de conidios de Erysiphe necéator, pero poco se sabe sobre los efectos de
la temperatura y tiempos de calentamiento sobre el crecimiento de hongos inoculados de
D. seriata en sarmientos de la poda de la vid con aire caliente seco. Por consiguiente, es
urgente desarrollar un metodo térmico alternativo para controlar el crecimiento de los

inoculos del hongo D. seriata en sarmientos de poda de vid.

2.1.2.1 Tratamiento con aire caliente de conveccion para la inhibicién del hongo
Diplodia seriata

2.1.2.1.1 Aislados del hongo

Los aislados del hongo D. seriata (Y84-1-1a e Y207-1-1c) (Tabla 2.4) facilitados
por ITACyL (Instituto de Tecnologia Agraria Castilla y Leon, Espafia) fueron obtenidos
de vifiedos de méas de 5 afios, de la variedad Tempranillo, pertenecientes a la D.O. Toro
(Castilla 'y Leon) afectados por infecciones fungicas (Eutipiosis y Yesca).

Tabla 2.4 Aislados procedente de Castilla y Ledn, de la especie Diplodia seriata utilizados para la
inoculacién de los sarmientos de la vid

Variedad/ Zona de

Aislado Afo Locacion . Edad ) . Sintomas
portainjerto aislamiento
Y84-1-1a D.0.Toro Tempranillo/ . Eutipiosis
011 ] >5 Variedad
(Burgos) 110Richter Yesca

Y207-1-1c

Los aislados fungicos, tras asignacion de un numero de coleccién, fueron

almacenados a 4°C, repicados periodicamente en medio de patata dextrosa agar (PDA)

91



MARCO Y OBJETIVOS DE LA TESIS

(preparado a partir 12g PDA Merck en 750 mL agua destilada) y esterilizados en
autoclave (Mediclave J.P. Selecta 4047725) a 100°C durante 45 min y para inhibir el

crecimiento de las bacterias se afiade 3.75 mL de Cloranfenicol (0.25g/L, Merk).

2.1.2.1.2 Proceso de inoculacion

En una parcela de 16 ha de cepas supuestamente sanas (variedad Tempranillo), de
un vifiedo de Cubillas de Santa Marta (Valladolid, Espafia) se marcan primero las cepas
que se consideran enfermas por la sintomatologia externa y se encuentra durante los
afios 2003 a 2007 un 1.5% de las cepas afectadas por Eutipiosis y 1.3% de las cepas
afectadas por Yesca. Para el proceso de inoculacion con el hongo patégeno D. seriata se
recogen antes de la poda sarmientos de la cepas supuestamente sanas (variedad
Tempranillo) y se cortan en trozos de 15-20 c¢cm, presentando 2 0 3 yemas y se lavan
superficialmente con agua y jabon, se desinfectan y se secan bajo luz ultravioleta
durante 30 min en una camara de flujo laminar con luz UV. La aplicacion del micelio
del hongo debe realizarse bajo luz UV efectuando previamente un corte basal en los
trozos de sarmiento seleccionados. Los sarmientos inoculados se colocan en tubos de
ensayo y se guardan en gradillas a temperaturas de 25°C y en la oscuridad por un
periodo de 2-4 meses. Posteriormente se seleccionan cinco de estos inoculados para
controlar su higienizacion o muerte térmica mediante tratamiento isotérmico en una

estufa bacterioldgica de conveccion de aire.

2.1.2.1.3 Tratamientos térmicos y estudios de crecimiento miceliar

El tratamiento térmico de muestras de sarmientos inoculados e infectados con
aislados del hongo D. seriata (Y84-1-la e Y207-1-1c) se efectia en una estufa
bacteriolégica y de cultivo con aire caliente con conveccion natural “Incubat” de JP
Selecta 2000994, de temperaturas regulables desde 5 a 80°C, estabilidad de + 0.1°C y
homogeneidad de £ 0.5°C a 37°C. En la estufa se introducen sarmientos inoculados de
15 a 20 cm recubiertos con papel de aluminio Albal R y se efectian estudios isotermos a
40, 50, 60 y 65°C durante diferentes tiempos (20, 40, 60, 80, 120 y 150 min). Para el
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analisis del crecimiento miceliar se extraen astillas de la base del sarmiento y se
siembran en placas Petri a temperatura ambiente y en un medio MEA (Merk)
previamente preparado y esterilizado (17 g MEA en 750 ml agua destilada y 0,75 ml del
acaricida Dieldrin (0.2 g¢/l, Sigma). Para inducir la esporulacién y el crecimiento del
hongo D. seriata se efectlan 5 repicaciones en placas Petri en medio PDA, que
contienen discos de agar con micelio de 4 mm y se incuban en la oscuridad a 25°C
durante 10 dias, en ciclos alternantes de 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz UV
cercano (Martin & Martin, 2013). Para calcular el ratio de crecimiento diario de cada
aislado en cm/dia, se miden dos didmetros perpendiculares por cada placa, en funcion
del tratamiento temperatura/tiempo aplicado previamente a los sarmiento.
Posteriormente, se estima el porcentaje de crecimiento del micelio respecto al control
(sin tratamiento térmico), que fue calculado como: 100(x/y), donde x= valor medio de
las cinco placas sembradas por cada aislado (cm), y= valor medio de las cinco placas
control (8,5 cm) y se presenta las desviaciones estandar. Los aislados de D. seriata son
identificados por caracteres macroscépicos como la textura de las colonias, el color del
micelio en el medio MEA, la forma de la margen del hongo en la placa Petri y la

morfologia de las esporas y células conididgenas (Armengol et al., 2001).

2.1.2.1.4 Estudios de muerte térmica del hongo D. seriata mediante modelos cinéticos

Los andlisis de la cinética de muerte térmica del hongo D. seriata se han efectuado
con los valores promedio del porcentaje de crecimiento miceliano de los dos aislados del
hongo D. seriata para los diferentes tratamientos temperatura-tiempo y utilizando el

modelo cinético lineal y el modelo de Weibull.

(i) Modelo cinético lineal

La ecuacion general utilizada ha sido la siguiente [1]:

Do)y (o) il
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La integracion de la ecuacién anterior y expresada en forma logaritmica para

diferentes drdenes de reaccion se muestra a continuacion [2]:

(Nﬁo)l_n =—kt+c n+1

ln(Nﬂ)z—kt+c n=1 .

0

Donde N y No son los porcentajes iniciales y de supervivencia (esta mal dicho
inhibicién) del crecimiento en funcion del tiempo de exposicion t (min) y el porcentaje
inicial del hongo D. seriata, respectivamente, k es la constante de velocidad de muerte
térmica, y n es el orden cinético de la reaccion. Seguidamente se efectia un anélisis de
regresion linear (R?) para cada temperatura y diferentes érdenes de reaccion (0, 0.5, 1y
1.5) y se selecciona el orden de reaccion que mejor se ajusta para cada tratamiento
(valores medios de R? y para el orden de reaccién seleccionado se calculan las
constantes k y ¢ de la ecuacion de regresion, y por ultimo se estima el tiempo letal
necesario para matar el 95%, 99%, 99.33% y 99.99% de los microorganismos (LT95,
LT99, LT99.33 y LT99.99, respectivamente). Seguidamente se obtiene la curva de
muerte térmica a partir del tiempo minimo de exposicion necesario y para a cada
temperatura de trabajo conseguir el 100% de la mortalidad de los microorganismos
(Wang et al., 2002b) y se determina la energia de activacion de muerte térmica (Ea,

J/mol) mediante la ecuacién [3]

Ea _ 2.303'R'szin'Tmax [3]

La energia de activacion es la minima energia necesaria para inhibir o impedir el
crecimiento de los microorganismos y refleja la sensitividad de la respuesta del hongo a
cambios de temperatura. R es la constante de gases universal (8.14 J/molK), Tmin ¥ Tmax
son la temperatura minima y maxima (K) y z es la inversa negativa de la pendiente de la
curva de muerte térmica (°C) y es equivalente a la constante de velocidad (rate constant)
y energia de activacion (activation energy) de la teoria clasica de la cinética de reaccion
(Armstrong et al., 2009).
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La energia de activacion se puede también determinar a partir de la curva de
inactivacion de Arrhenius (Hallman et al., 2005) o ecuacion [4], representando el log k
frente a la inversa de la temperatura absoluta (1/T), siendo ko la constante de velocidad
de muerte térmica de referencia (min™).

Ea
2.303-RT

logk =logk, -

(i) Modelo cinético Weibull

La inactivacion térmica del hongo D. seriata se puede estudiar a partir de los
modelos cinéticos no lineales de Weibull que describen la inactivacién microbiana por
diferentes métodos (van Boekel, 2002, Wang et al., 2002b, Bialka et al., 2008) [5]:

09 (52) = 53 (&)’ 5]

Donde N y Np son los porcentajes iniciales y de supervivencia en funcion del
tiempo de exposicion t (min) y el porcentaje inicial del hongo D. seriata, y a es el
parametro de escala de temperatura (min), y S el pardmetro de la forma de la curva
(adimensional).

En funcion de los valores del parametro B la curva de inactivacion puede ser
ascendente concava (f<1), si el hongo restante tiene la capacidad de adaptarse al
esfuerzo aplicado y es mas dificil de inactivarse; lineal (B = 1) o concava hacia abajo (>
1), cuando el hongo restante se dafia cada vez mas. Ademas, puede determinarse a partir
de a y B el tiempo residual (tr), 0 percentil necesario para reduccion del 90% de los

microorganismos con la siguiente formula [6]:

tr = a - (2.303)F [6]
2.1.2.1.5 Ajuste de datos

Los ajustes de datos para los modelos de inactivacion linear (log linear) y non
linear (Weibull) se ha efectuado con el programa ORIGIN Pro ® tolos. Se han
determinado las curvas de regresion con sus ecuaciones correspondientes y el valor de

R?, para un tratamiento 6ptimo de inhibicién total.
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2.1.3 Sintesis de bioproductos como estrategia curativa

En el tercer articulo cientifico de la tesis, que lleva por titulo: “Sintesis de
composite de oligomeros de quitosano/propoleo/nanoplata y el estudio de su actividad
contra Diplodia seriata” se ofrece por primera vez la sintesis de un material compuesto
por un oligoméro de quitosano, con otro de base propoleo y que permitan la
incorporacion de un tercer componente o nanoplata para la proteccién frente a hongos
patogenos de la madera de la vid. Para ello se precisa que los materiales que utilizamos
no solo presenten una elevada actividad antimicrobiana y propiedades antiadherentes
frente a los microorganismos sino que sean biocompatibles y no manifieste citotoxicidad

para las células de los mamiferos (biofungicida) (Figura 2.9).

H | lo:
oneo Diplodia seriata noculo
patogeno Y207-1-1c
Nanopesticida
Dopado
Sonicacion Quitosano
Propdleo
Placas Petri

Nanoplata

Higienizacion Inhibicién

Producto final

Biofungicida

Figura 2.9 Esquema del control in vitro con Nanopesticidas (quitosano/porpoleo/nAg) del hongo Diplodia
seriata (Y207-1-1c).

El desarrollo de compuestos naturales que reemplacen a los productos
convencionales es indispensable para la sostenibilidad agricola y el manejo forestal. De
acuerdo con la Agenda de Desarrollo post-2015 de las Naciones Unidas, “las practicas
agricolas sostenibles deben utilizar al maximo la tecnologia, la investigacion y el
desarrollo, integrando los conocimientos locales que en el pasado se practicaban” (FAO,

2015).
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Los estudios de la sintesis quimica de quitina para obtencién del quitosano se
basan generalmente en la aplicacion de tratamientos para su desacetilacion, produciendo
quitosano de alto peso molecular (Araya et al. 2010). EI peso molecular es un factor
determinante sobre la actividad del quitosano, pues las moléculas con mayor actividad
son los oligdbmeros u oligosacaridos (Yang et al., 2006), similares a los que pueden
obtenerse mediante la aplicacion de técnicas quimicas de hidrdlisis acida (Sivakami et
al., 2013). Sin embargo, para la formacion de cadenas poliméricas mas cortas, es decir,
de bajo peso molecular, es necesaria la aplicacion de técnicas de microondas, radiacion,
ultrasonidos (Kumar et al., 2000, Sun et al., 2007, Taskin et al., 2104), etc.

La actividad antibacteriana del quitosano y compuestos derivados ha sido mas
estudiada que su actividad antifungica, por estimarse que la segunda es menor (Zaini et
al. 2009). No obstante, en el presente estudio se eligieron hongos patdgenos de la
madera de la vid (Figura 2.10) para determinar la mejora de dicha capacidad antiflngica

a través de sinergias, utilizando compuestos en mezclas binarias y ternarias.

Figura 2.10 Dafios causados por hongos patogenos (D. seriata) de la madera de la vid, necrosis,
desecamiento, pudricidn, afecciones en las hojas y uvas.
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Como segundo material, se propone en esta invencion utilizar propdéleo, ya que es
un producto natural utilizado en medicina tradicional, y que es producido por las abejas
a partir de resina de brotes de los arboles y savia y con propiedades anti-adhesivas, anti-
bacterianas, anti-inflamatorias y anti-tumorales, por su elevado contenido en fenoles
totales y en flavonoides (Nedjiet al., 2014). El propdéleo tambien ha encontrado
aplicacién como antioxidante y en preservacion de alimentos (Dotta et al., 2011,
Kalogeropoulos, 2009).

El material compuesto constituido por esos dos materiales anteriores debe ser
capaz de incorporar un tercer material de origen inorganico (6xido, metal, fluoruro, etc),
y a nivel o escala nanométrica, y preferentemente entre 40 a 150 nm, y para esto se
propone la nanoplata. La combinacion de polimeros bactericidas y nanoplata mejoran
sinérgicamente los efectos bactericidas, aunque la actividad bactericida de los polimeros
generalmente suele ser mas débil que la nanoplata (Yuan et al., 2003).

Hoy en dia se disponen de los conocimientos necesarios para generar
nanofungicidas y procedimientos o nuevas formulas de preservacion frente a la salud,

los cultivos, el patrimonio y la defensa medio natural (Yu et al., 2013).

2.1.3.1 Especies quimicas y equipos de caracterizacion

El propbleo procede de Burgos, en la Cuenca del Duero, Espafia y tiene un
contenido de polifenoles y flavonoides que puede llegar a un 10% p/v. El quitosano de
masa moleculara medie es de Sigma Aldrich (CAS 9012-76-4) o de. EI AgNO3 es de
Merck, y el Metdxido de potasio al 25% en methanol (CAS No. 124-41-4) de Sigma
Aldrich como tambien el etano (utilizado como reactivo), en el estado puro, >99.5%
(CAS No. 64-17-5) de Sigma Aldrich.

La calidad de los oligémeros obtenidos puede determinarse por la espectrometria
infrarroja por la transformacion de Fourier (FTIR) con el aparato Thermo Nicolet 380
FT-IR equipado con el sistema Smart Orbit Diamond ATR, para identificar el grupo
quimico funcional. Para la absorcion Optica espectral de la nanoplata (NP) hemos
utilizado el espectrofotometro Shimazdu UV-2450 UV-Vis. Las imagenes microscopicas

(SEM) han sido tomadas con FEI - Quanta 200FEG equipado con un sistema Genesis
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energy-dispersive X-ray (EDS) espectrofotdmetro y colectadas con un micrografo
(TEM) equipado con JEOL JEM-FS2200 HRP y con una sonda INCA Energy TEM 250
EDS.

Se ofrece, por su sencillez, la sintesis del caso preferido o mezclas de oligémeros
de quitosano/propdleo/nanoplata. Primeramente, se ofrece una descripcion detallada de
la sintesis de las soluciones de oligdmeros de quitosano, nanoplata y propoleo por
separado. Seguidamente, se ofrece la preparacion de mezclas o soluciones de
cubrimiento de quitosano/propéleo, quitosano/propoleo/plata, quitosano/plata y, por
altimo, de propoleo/plata y testigo.

La actividad antifungica se ha estudiado para las mezclas acuosas hidroalcohdlicas
de  prop6leo, oligbmeros de  quitosano/prop6leo y  oligbmeros  de
quitosano/propdleo/nanoplata, para evaluar la influencia del alcohol en las mezclas

(concentraciones aproximadamente de 5%).

2.1.3.1.1 Método de preparacion de oligdmeros de quitosano, propoleo y nanoplata

La preparacion de las soluciones acuosas de oligobmeros de quitosano,
preferiblemente de concentracion 0.005-0.01 M o soluciones del 1.25-2.5% pl/v, se
preparan a partir de una disolucion de oligomeros de quitosano de PM 190000-310000
g/mol (Sigma Aldrich) o 140000-300000 g/mol (Hangzhou Simit Chemical Technology
Co.) en AcOH al 2 % y pH 4-6. Las soluciones se mantienen estables en atmdsfera
inerte y en frio a 4-10°C, a pH entre 4-6. La hidrdlisis se realiza por agitacion durante 12
horas seguidas de 3-6 periodos de sonicacion de 5 minutos cada uno, y con temperaturas
de 30 a 60°C y concentraciones de H,0;, de 0.3 a 0.6 M, para reducir el PM de los
oligdmeros de 6000 a 2000 g/mol, y utilizando sonicacién de las muestras en lugar de
usar radiacion de microondas (Sun et al., 2007). La masa molar de las muestras de
quitosano se ha determinado mediante la medicién de la viscosidad, de acuerdo con
Yang et al. (2005), en un disolvente de 0,20 mol / L NaCl + 0,1 mol / L en CH3COOH a
25°C usando Ubbelohde viscometro capilar. Para esto se ha utilizado la ecuacion de
Mark-Houwink [n] = 1,81 x 10-3MO0,93. Las soluciones se decantaron un periodo

indeterminado para eliminar material insoluble en agua y se centrifugaron para aislar los
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oligomeros de quitosano oligémeros. Estos se redisolvieron en AcOH 0.5%, obteniendo
las soluciones para los analisis.

Las soluciones de propdleo se preparan triturando el propdleo de partida hasta
polvo fino y posterior extraccion, utilizando una solucion hidro alcohdlica 7:3 y dejando
macerar durante una semana a temperatura ambiente, seguido de percolacion (1 L/min) y
subsiguiente filtracion con una malla de acero inoxidable de 220 mesh y concentracion a
temperatura inferior a 60°C con un equipo de ultrasonidos de la solucion resultante. Se
eligio un medio hidroalcohdlico de etanol absoluto porque da lugar a tinturas libres de
cera que contiene cantidades mas altas de sustancias polifendlicas (Woisky and Salatino,
1998). Las mezclas de quitosano-propoleo (1:1 w/v) se preparan a partir de la solucion
de propoleo sobre la de quitosano y una vez sonicadas a pH entre 4-6 se deja formar un
gel o precipitado de color caramelo. Recientemente Mascheroni et al. (2014) utiliza el
concepto de proceso de membrana para la formacion de pellet de propoleo/quietosano.

La produccion de soluciones de nanoplata se efectGan mediante sonicacién a
diferencia de otros métodos que estabilizan las soluciones con una lampara UV de 30 W
durante 3 horas (Montazer et al, 2012). La preparacion se lleva a cabo a partir de
soluciones acuosas de AgNO3 ( 50 mM) que se tratan con citrato de sodio (30 mM) y
posteriormente la solucion resultante se enfria y agita a una temperatura entre 5y 10°C
y se desoxigena con un gas inerte (preferiblemente N2) durante al menos 30 minutos y
se adiciona polivinilpirrolidona (PVP) para evitar que no se agreguen las nanoparticulas
de plata y se ajusta el pH entre 7-8. La etapa mas delicada es la adicion de una solucién
de NaBH4 (1 mL de una solucion 10 mM NaBH4 en frio 5-10°C y en medio inerte o
atmosfera de N2) y durante 1 hora aproximadamente, agitando fuertemente con un
agitador magnético. La primera microgota hace virar la solucion de incolora a amarilla y
el aumento de NaBH4, o de sucesivas gotas, da lugar a una intensificacion del color
amarillo hacia marron. Para estabilizar antes el color amarillo se somete la muestra a
sonicacion durante 3-5 minutos con un equipo de ultrasonidos de 20 kHz y luego se
permite reposar la solucién y estabilizarse durante al menos 24 horas en un refrigerador
entre 5 y 10°C.

El tamafio de las particulas (medidas con un SEM) corresponde a un tamafio

medio de 40 a 150 nm, y un contenido de plata en solucion entre 100 ppm y 200 ppm.

100



MARCO Y OBJETIVOS DE LA TESIS

Estas soluciones se pueden caracterizar mediante su absorcién en un espectrofotémetro
de UV-Vis a 420 nm. Las soluciones se mantienen estables en atmosfera inerte y en frio
a 4-10°C.

2.1.3.1.2 Método de preparacion de soluciones binarios y ternarios de biofilm

Los biofilm de quitosano/propéleo se prepararon mezclando los dos componentes
en una relacion 1:1 (w/v ratio), seguido de sonicacion, con la obtencién de un gel de
color caramelo o precipitado, similar a la obtenido por Mascheroni et al. (2014)
utilizando un procedimiento basado en membrana alternativa. Para la formacién de
biofilm o composites de quitosano/propéleo/nanoplata se parte de soluciones de extracto
de propoleo, y de nanoplata y se incorpora a la solucion que contiene los oligomeros de
quitosano y se utiliza glioxal al 4% v/v y se ajusta el pH a 8-9, utilizando una solucién
de metdxido de potasio al 25% en metanol y agitando la solucién con un agitador
magnético y por ultimo sonicando las disoluciones durante dos o tres minutos cuidando
que la solucion siga transparente. Seguidamente, el material se puede aislar de la
solucion y secar, preferiblemente a vacio a 20°C en atmodsfera seca, para obtener
espesores optimos de 0,3 a 0,6 mm. En la bibliografia se dispone de métodos para la
sintesis de film de quitosano/propoleo sobre polypropylene Coating of polypropylene
(PP) films (Torlak and Sert, 2013). Nuestro método de sintesis de soluciones y film de
quitosano/propoleo y nanoplata incorporando la tecnologia de sonicacién ha sido
recientemente objeto de patente (Patente n° ES P201431591, fecha: 30/10/2014).

2.1.3.1.3 Medios de cultivo y ensayos de actividad

La accion fungicida de los productos analizados ha sido ensayada in vitro
utilizando como medio de cultivo malta extract agar (MEA). En el estudio sobre el
hongo se ha utilizado micelio de Diplodia seriata aislado Y207 1-1c previamente y
repicado en las placas Petri con dos semanas de antelacion. De la periferia del cultivo
puro se cortan discos de 6-7 mm @ y se repican en las placas Petri preparadas con el

MEA en combinacion con uno de los productos a analizar. Para la preparacion del
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testigo o control (T) se disuelve en agua destilada, 35g MEA/ 750ml agua destilada y se
afiade 2ml de antibiotico (cloranfenicol). Los botes con el medio de cultivo se
esterilizaron en autoclave a una temperatura de 100°C, 45 min. Para la preparacion del
testigo, el medio de cultivo se coloca en placas Petri esteriles y se deja enfriar para poder
repicar los micelios del hongo D. seriata. Para preparar las placas Petri de los diferentres
mezclas o combinaciones de quitosano/propdleo/nanoplata, el medio de cultivo se deja
enfriar hasta 50°C y a esa temperatura se afiade en cada placa las distintas disoluciones
en la proporcion 1:1:1. Una vez efectuada la preparacion se dejan enfriar las soluciones a
temperatura ambiente y se repican el micelio del hongo y las medidas de crecimiento se
efecttan por triplicado. Se han utilizado para el ensayo 600 pg/ml de las diferentes
preparados de quitosano solo (A); quitosano/ pg/ml propoleo (B); quitosano/ propéleo/
plata (C); y quitosano/ plata (D) en placas Petri con MEA a 50°C de temperatura. Cada
dia se procede a medir el diametro del crecimiento del hongo durante un periodo de 20
dias, y se calcula el porcentaje de inhibicion (P1) en comparacion con el testigo cultivado
solo en MEA (Acosta et al., 2007) [1]:

Pl (%)= (Dmt — Dvar)/Dmt x 100 [1]

Donde: Dmt = diametro del micelio del testigo (sin tratamiento) y Dvar = diametro del

micelio de la variante con producto.

Los ensayos han sido realizados por triplicado para determinar el grado de
sensibilidad/resistencia a cada uno de los productos aplicados. Para las tres repeticiones

se hizo la media de los diametros de crecimieto del micelio del hongo.

2.1.4 Técnicas combinadas de control de la poblacion microbiana

Varios trabajos presentados en las reuniones anuales del Grupo de Trabajo de los
Problemas Fitosanitarios de la Vid demuestran que en los restos de poda y sarmientos se
aislan hongos de la familia Botryosphaeriaceae con un alto porcentaje, especialmente el
hongo patdgeno Diplodia seriata (Larignon, 2012 y Savocchia et al., 2015).

De acuerdo con lo descrito anterior en esta tesis tratamos de encontrar formas

eficientes para higienizar los restos de la poda, utilizando como método preventivo el
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proceso de compostaje y para el control in vitro del hongo D. seriata, como métodos
curativo la termoterapia y la aplicacion de nuevos preparados biofungicidas sintetizados
por técnicas de sonoquimica y de criogenia.

Los métodos de control combinados podrian ser una alternativa con gran
potencial para su implantacion en la prevencidn de este tipo de contaminacion (Matei et
al. 2015 - biofungicida y sonicaciéon) (Tabla 2.5). Utilizando varios factores de
prevencion pueden actuar de forma sinérgica para inhibir o retardar el crecimiento
microbiano, efecto no proporcionado cuando se usa en forma separada. Al sumar las
acciones sobre los microorganismos de dos o mas tecnologias se podria garantizar la
inactivacion de éstos y también permitiria reducir el tiempo de tratamiento (Evelyn et
al., 2016 - temperatura y presion, Cheng et al., 2013 - termosonicacién) como la
posibilidad de transferir posteriormente los conceptos y know-how adquiridos sobre las
nuevas tecnologias, o nuevos productos (Patente n°: ES P201431591, fecha 30/10/2014).

Tabla 2.5 Composite con accion fungicida y bactericida, método de sintesis y su eficacia.

Composite Sintesis Eficacia Referencia

Accion flngicida

Qitosano/propoleo/nAg Sonicacion, dopado con Diplodia seriata Matei et al.
nAg (2015)

Quitosano/saponina/nCu Métodos de gelificacion A. alternata, M. Saharan et
i6nica phaseolina, R. solani al. (2013)

Quitosano/tween 20/Span 60  Métodos quimicos Aspergillus niger, A. Zianietal.

alternata y Rhizopus (2009)

oryzae

Accion bactericida

Quitosano/vainillina/

Biocatalisis

Escherichia coli

Stroescu et

tween 60 al. (2015)

Quitosano/aceite de Métodos quimicos y Escherichia coli Sanuja et al.

nim/éxido de zinc Sonicacion (2015)

Quitosano/nisina Biocatalisis Bacterias Gram Zhu et al.
positivas y Gram (2015)
negativas

Qitosano/nAg Tratamiento térmico Escherichia coli Wei et al.

(2009)

Qitosano/propoleo Agitacién E. coli, S. Torlak and
typhimurium, S. Sert (2013)
aureus

Extracto etandlico de Mezcla Staphylococcus aureus  Bodini et al.

Propoleo (2013)

Nanoplata (nAg) Sonicacion Staphylococcus aureus  Montazer et
E. coli al. (2012)
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El desarrollo de nuevas tecnologias ha permitido la generacién de compuestos a
base de oligobmeros de quitosano con la incorporacion de mas de un elemento, lo cual es
posible tanto por las propiedades intrinsecas del quitosano como por la adicion de
agentes que facilitan los enlaces dentro del compuesto: por ejemplo, quitosano con
aceite de nim y 6xido de zinc, preparado por un método de fusion (Sanuja et al., 2015), o
quitosano con glucosa oxidasa y nanoparticulas de oro, sintetizado por electrodeposicion
(Lou et al., 2004).

Con el objetivo de potenciar las aplicaciones del quitosano, especificamente como
antimicrobiano y formador de films, se han llevado a cabo estudios que involucran el
uso de métodos sol-gel en los cuales se introducen especies secundarias, naturales o
sintéticas en la matriz polimérica del quitosano, formando asi nuevos compuestos. Por
ejemplo: quitosano-nisina, para evaluar su actividad antibacteriana (Zhu et al., 2015), o
quitosano-vainillina, para valorar sus propiedades antimicrobianas (Stroescu et al, 2015),
ambos con aplicaciones en peliculas plasticas para el envasado de alimentos.

La accion letal del calor es una relacion de temperatura y tiempo afectada por
muchas condiciones (Tabla 2.6). La alta temperatura combinada con un alto grado de
humedad es un método efectivo para destruir microorganismos (Gramaje et al., 2008).
La temperatura seleccionada se basa en el tiempo de muerte térmica de los
microorganismos patdgenos (es el tiempo mas corto necesario para matar una
suspension de bacterias a una temperatura determinada).

Se pretende, por tanto, aprovechar las bases de estos trabajos para poner a punto
unos métodos que eliminen los microorganismos fitopatégenos que incuban los restos de
poda y sarmientos a distintas temperaturas y tiempos, y determinar las condiciones que
aseguren su total inactivacion y especialmente aplicando nuevos productos antifingicos

extraordinariamente eficaces contra las enfermedades de la planta.
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Tabla 2.6 Técnicas combinadas de tratamiento sobre agentes patégenos, parametros de higienizacion

Parametros de

Métodos combinados higienizacis Pat6geno Referencia
igienizacion
Térmico y agua Supresion de hogo xil6fagos Gramaje
(Hidroterapia) 54°C y 60min (Phaeoacremonium spp, etal.
Cylindrocarpon liriodendri) (2008)
Térmico y microondas 137°C y 45min Tratamiento esterilizacion Jeng et al.
(Bacillus subtilis subsp. niger) (1987)
Térmico y presion 600MPa, 75°C y 15min Esterilizacion zumo manzana Evelyn et
(Neosartorya fischeri) al. (2016)
650MPa, 90°C y Esterilizacién zumo pifia y Ferreira et
15.38min nectar (Byssochlamys nivea) al. (2010)
Térmico y ultrasonidos 0.33W/mL, 75°Cy Esterilizacién zumo manzana Ewvelyn et
(Termosonicacion) 15min (Neosartorya fischeri) al. (2016)
57.8 6.1 min, 55-75°C,  |nactivacién de polifenol Cheng et
Ea (183 + 32 kd/mol) oxidasa en setas (Agaricus @l (2013)
bisporus)
Térmico y radiacién Fotocatalizador (Fe,Os- Inactivacion fotocatalitica bajo  Xia et al.
FeS,) pirrotita natural luz visible K-12 (Escherichia (2015)

magnetica.

coli)
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2.2 OBJETIVOS

En base a los antecedentes expuestos es necesario eliminar los hongos
fitopatégenos de la madera en los sarmientos y restos de poda de la vid, que actdan
como reservoire y fuente de inéculo en la propagacion de enfermedades que no tienen
tratamiento, utilizando para ello el proceso de desinfeccion de la planta de forma
integrada.

Para conseguir este objetivo general hemos planificado la tesis en tres estudios o
lineas de investigacién con sus respectivos objetivos especificos y hemos redactado una
patente y tres full papel que han sido remitidos a revistas especializadas para su
evaluacion.

El primer articulo cientifico trata de comparar por primera vez la eficacia de
eliminacion de hongos patogenos (Diplodia seriata) en sarmientos de la poda de la vid
mediante un compostador abierto o pila vs un biodigestor cerrado discontinuo en
diversas estaciones del afio y se desarrolla en el capitulo 3 que lleva como titulo:
“Higienizacion y control del hongo Diplodia seriata en restos de la poda de la vid y su
variabilidad estacional en compostaje abierto y cerrado”.

Se ha elaborado un segundo articulo cientifico que es relativo a la higienizacién de
sarmientos de la vid inoculados con Diplodia seriata mediante termoterapia, con el
objetivo de encontrar un modelo cinético que se adapte, con un error minimo a los datos
del sistema. Estos aspectos se tratan en el capitulo 4 de la memoria y lleva por titulo:
“Cinética de muerte térmica in vitro de hongos inoculados de Diplodia seriata en
sarmientos de la poda de la vid”.

El tercer articulo cientifico, descrito en el capitulo 5 de la tesis doctoral, desarrolla
un tema de sintesis de nuevos bioproductos y analisis de las propiedades antimicrobianas
de la asociacion de dos productos bioldgicos a base de quitosano/propoleo a efectos de
explotar los efectos sinérgicos que puedan resultar debidos a su interaccion o a la
incorporacion de la nanoplata. Se muestra en este articulo la eficacia in vitro de un
nuevo preparado quitosane/propoleo/plata y sus mezclas sobre el hongo Diplodia seriata
presente en la vid, articulo que lleva por titulo: “Sintesis de composite de oligomeros de

quitosano/propoleo/nanoplata y el estudio de su actividad contra Diplodia seriata”.
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La patente presentada (Patente n°: ES P201431591, fecha: 30/10/2014) lleva por
titulo:”’Composite con actividad antimicrobiana que comprende doS componentes
autoasamblados de origen natural y, opcionalmente, un componente (C) de tamafio
manométrico” y encuentra aplicacion en el campo de la lucha contra la contaminacion

producida por los microorganismos y agentes patdgenos.

A continuacion se exponen los objetivos especificos de acuerdo al marco de

referencia previamente descrito y al hilo conductor que nos ha llevado a su definicién.

El objetivo de la primera parte de la Memoria de Tesis Doctoral hace referencia a
los procesos de: “Higienizacion y control del hongo Diplodia seriata en restos de la
poda de la vid y su variabilidad estacional en compostaje abierto y cerrado” (articulo

cientifico nimero 1)
Objetivos especificos

1.1 Estudiar la eficiencia de eliminacion del hongo en los sarmientos de la vid
tanto en pila abierta como en un biodigestor cerrado discontinuo y en distintas estaciones

del afio, primavera, verano e invierno.

1.2 Analizar la eficiencia del proceso de compostaje y por consiguiente de la
higienizacion del hongo en el biodigestor abierto mediante un proceso de volteo y en el
digestor cerrado mediante un proceso de aireacién forzada utilizando como parametros
el seguimiento de la fase termofilica del proceso de compostaje y el estudio de la

humedad.

1.3 Analizar pardmetros de control como el estudio del pH, la conductividad

eléctrica y el seguimiento de la relacion C/N

1.4 Estimar la mejor mezcla agente estructurante/materia organica que permita

una mayor degradacion de los materiales lignocelulosicos.

1.5 Evaluar los parametro bioldgicos frente a la calidad del compost obtenido de
acuerdo con la normativa EPA, 2002 y la normativa europea Regulation (EC) No.
2003/2003.
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1.6 Determinar los coeficientes de correlacion entre la velocidad de desaparicion
del hongo Diplodia seriata y los diferentes pardmetros fisico-quimicos, tanto para la pila

abierta como para el biodigestor cerrado discontinuo.

Comentario: Es preciso destacar que en la realizacion de este estudio en diferentes
estaciones, el parametro fundamental de control de la higienizacion era la temperatura
y que era necesario seguir estudiando este parametro para optimizar la cinética de la

desaparicion del hongo frente al tiempo.

El segundo de los objetivos generales, perseguido en la segunda parte de la Tesis
Doctoral es relativo a la higienizacién de los sarmientos extraidos de la poda de la vid y
en concreto a la elucidacion de la “Cinética de muerte térmica in vitro de hongos
inoculados de Diplodia seriata en sarmientos de la poda de la vid” (articulo cientifico

namero 2).
Objetivos especificos

2.1 Evaluar el efecto del tratamiento temperatura-tiempo con aire caliente sobre el

crecimiento in vitro de dos indculos del hongo Diplodia seriata.

2.2 Estudiar los modelos cinética de muerte térmica del hongo Diplodia seriata

con objetivo de determinar la velocidad de inhibicién.

2.3 Determinar la energia de activacion para la tasa de calentamiento sobre la

mortalidad térmica.

2.4 Analizar los tiempos de inhibicion y la opcidn de temperatura para predecir los

tiempos letales para poder disefiar nuevos protocoles de tratamiento.

Comentario: En este punto de la investigacion y tras comprobar la posibilidad de
utilizar la termoterapia como método preventivo para la higienizacion de restos de vid
afectados por enfermedades fungicas, se plantea como experiencia, y aprovechar los
conocimientos anteriormente adquiridos, la sintesis de nuevos productos antifungicidas,
compatibles con el medio y biodegradables para el control de las enfermedades

fangicas como metodo curativo en el campo.
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El tercero de los objetivos del trabajo, que se corresponde con la tercera parte de la
Tesis, trata de analizar las propiedades antimicrobianas de la asociacion de dos
productos biologicos de base quitosano/propoleo y los efectos sinérgicos que puedan
resultar de la incorporacion de la nanoplata: “Sintesis de composite de oligomeros de
quitosano/propoleo/nanoplata y el estudio de su actividad contra Diplodia seriata”

(articulo cientifico nuamero 3).

Obejtivos especificos

3.1 Sinterizar un material polimerico a base de oligomeros de quitosano y
extractos de propoleo que incorpore nanoparticulas de plata mediante técnicas de dopado

y sonicacién.

3.2 Determinar la calidad del oligomero resultado utilizando la tecnologia de
UV-vis, ATR-FTIR, difraccion de X-Ray y espectrofotometria SEM y TEM.

3. Evaluar el efecto sinergico del uso del composite sintetizado respecto a su
capacidad biofungicida sobre los inoculos de Diplodia seriata en comparacion con los

componentes individuales.
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3.1 Abstract

After the ban on sodium arsenite, waste management alternatives to the prevalent
burning method are required for the pruned material from grapevines affected by various
fungi, such as the sanitization and biodegradation in solid phase by composting. In this
work the dynamics of a fungus associated with vine decay (Diplodia seriata) during the
composting process of a mixture of laying hen manure and vine pruning waste (2:1 w/w)
have been investigated in open piles and batch closed biodigesters. Through the
optimization of the various physical-chemical parameters, simultaneous re-valorization
and hygienization of the infected waste materials was attained, yielding class-A organo-
mineral fertilizers. Nevertheless, dramatic differences in the efficiency of each system
were observed: whereas in open piles it took 10 days to control D. seriata and 35
additional composting days to achieve full inhibition, in the closed biodigesters the

fungus entirely disappeared within the first 3-4 days. Finally, the impact of seasonal
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variability has been assessed, observing greater significance in the summer for the open

pile.

Keywords: biodigester; composting; grapevine disease; laying hen manure; vine

pruning waste.

3.2 Introduction

Fighting grapevine decline diseases, both in young and adult plants, is of crucial
importance due to their direct impact on the production volume and on the quality of
grapes, making their eradication a priority for the wine sector. In particular, the increase
in diseases in young plants is a matter of great concern for nursery operators and
viticulturists. Petri disease or Eutipiosis is increasingly spreading in young plants and
there are already several publications that claim that plants from nurseries are also
affected (Aroca et al., 2009; Edwards et al., 2007).

The esca is undoubtedly one of the best known vine diseases which appears in the
adult plant. Diseases of the vine wood are caused by pathogenic xylophagous fungi, such
as Diplodia seriata, Phaemoniella chlamidospora, Phaeoacremonium aleophilum,
Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea, Cylindrocarpon spp., whose symptoms are
multiple, complex and often confusing. Diplodia seriata is a fungus associated with vine
wood decay in Europe, USA, Australia and South Africa, which belongs to the family of
Botryosphaeriaceae, that has been associated with Black Dead Arm and Diplodia Cane
Dieback (Savocchia et al., 2015) and which is particularly virulent. Surico et al. (2006)
argued that there should be concurrent abiotic and biotic factors to eventually produce
external symptoms of the disease. Prophylactic measures with hot water and fungicides
for the treatment of plants in the nursery multiplication process, targeted at controlling P.
chlamydospora, P. aleophilum and Cilindrocarpon spp., are available (Waite & Morton,
2007).

Rsearch conducted at different laboratories has also been aimed at evaluating the
effectiveness of different biological products "in vitro" based on Trichoderma
harzianum, Trichoderma atroviride, Gliocladium roseum, Cephalosporium verticillium

and Fusarium lateritium to protect injured areas, but aforementioned treatments have not
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been effective in the control of esca in the vineyard. After the ban on sodium arsenite,
there have also been studies on the effectiveness of chitosan oligomers combined with
Trichoderma harzianum (Chittenden & Singh, 2009) and chitosan- nanometals
composites against Diplodia seriata (Matei et al., 2015). However, the best form of
control is still the adoption of preventive measures such as the elimination of prunings of
affected stocks, the protection of pruning wounds with fungicides and performing the
pruning late so as to reduce the susceptibility of wounds (Larignon et al., 2009).

A way to achieve a simultaneous removal of the reservoir of pathogenic fungi in
vine pruning waste that cause grapevine decline (illustrated with Diplodia seriata
fungus) and of those of other microorganisms present in manure is the use of
composting processes. These processes, in addition, lead to a valorization of the
resulting product as an organo-mineral fertilizer.

An important aspect when composting manure is the addition of a bulking agent to
optimize substrate properties (such as air space, moisture content, C/N ratio, particle
density, pH and mechanical structure), thus positively affecting the decomposition rate
(Bernal et al., 2009; Hao et al., 2004). In this sense, lignocellulosic agricultural and
forestry by-products are commonly used as bulking agents in co-composting of nitrogen-
rich wastes, such as animal manures (Guerra-Rodriguez et al., 2001; Huang et al., 2006).
Consequently, and in order to conduct the composting process, laying hen manure -
instead of cattle slurry (Bustamante et al., 2012) has been incorporated as a livestock
waste rich in nitrogen and the best poultry manure/grapevine pruning waste ratio has
been determined so as to achieve the hygienization of the fungus in the vine pruning
waste without renouncing to a good-quality compost. This pruning waste management
approach is a suitable alternative to their burning or to their abandonment in the
vineyard, which would contribute to the propagation of the disease.

The aim of this work has been to compare the fungus removal efficiency in pruned
vine shoots attained in an open compost pile against that of a batch closed digester in
different seasons. It is worth noting that in an open pile it is essential to achieve a high
temperature all throughout the mass by making the necessary turnovers, while a closed
digester facilitates the establishment of the thermophilic temperatures and the aeration

needed to achieve the hygienization of vine pruning waste, thus taking the temperature
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reached inside the mass as the process control parameter. Vine shoots prunings are
lignocellulosic residues, whose structure is not altered in the composting process at
temperatures below 50 °C, so mixing with laying hen manure greatly contributes in
order to reach temperatures up to 70 °C. So as to attain the fungus hygienization,
operating at high temperatures is a requirement according to US Environmental
Protection Agency regulations (EPA, 2002), which considers sufficient to maintain a
minimum temperature of the composting mass of 55 °C for 3 days (aerated static pile or
in-vessel) or 15 days with 5 turns (windrow) to meet the regulatory requirements of class
A fertilizers, and a minimum of 40°C for 5 days -during which temperature should
exceed 55°C for at least 4 hours- to meet class B fertilizer requirements.

Finally, so as to ensure the compost quality according to the European Regulation
(EC) No. 2003/2003 for fertilizers, the evolution of nutrients and heavy metals contents
at the beginning and at the end of the composting process have been monitored, both for

the open pile and the closed batch biodigester.

3.3 Materials and methods

3.3.1 Raw materials

The pruned vine shoots came from Tempranillo variety vines from vineyards
located in Cubillas de Santa Marta (Valladolid, Spain). The shoots were crushed into
chips of a size not exceeding 2-4 cm and were stacked/piled until they were used in the
Centro de Formacion Agraria in Vifalta (Palencia, Spain) owned by Junta de Castilla y
Leon.

Diplodia seriata, a fungus associated with grapevine decline in Castilla y Ledn
(Spain), was supplied by ITACYL (Valladolid, Spain) laboratories, after its isolation in
MEA (malt extract agar) and PDA (potato dextrose agar) culture media (Martin &
Cobos, 2007).

Laying hen manure (consisting of a mixture of the original bed (sawdust) and the
poultry solid and liquid waste) was used for the composting of the vine pruning waste to

ensure a final compost rich in nitrogen.
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3.3.2 Inoculation experiment

In order to analyze aspects such as the disinfection capacity or the percentage of
disappearance of the fungus, it is necessary to have infected branches -in a controlled
way- both in piles and biodigesters.

For this purpose we prepared 800 inoculated vine shoots using Diplodia seriata
(Martin & Martin, 2013). The inoculation of the pruned shoots of Tempranillo
grapevines was conducted on pieces of vine shoots 15-20 cm long, in which 2 or 3 leaf
buds had been kept, and that had previously been washed with soap and water, dried and
sterilized under ultraviolet light for 30 min (using a Kowell UV sterilizer cabinet). Then
one of the ends of the vine shoots was cut and the mycelia grown on potato dextrose
agar (PDA) were applied, placing the vine shoots in tubes in sufficient racks to carry 400
of them to the pile and the remaining 400 to the biodigester.

3.3.3 Composting procedures

Composting tests were performed at the Center for Agricultural Training “Vinalta”
in Palencia (Spain), and took place from 3rd May to 19th July for the composters
corresponding to the spring period, from 26th July to 12th October for those
corresponding to the summer season, and from 12th November to 2nd February for the
winter ones.

A prerequisite for the optimization of the composting process in both the open
(pile) and the closed (discontinuous biodigester) systems is the determination of the
most appropriate laying hen manure: vine pruning waste ratio (the C/N ratio of the
starting mixture needs to be ca. 30). The C/N ratios of the starting materials were
measured (after drying at 100 °C for 48 hours and grounding on a Retsch ZM-100
ultracentrifugal mill to a particle size <0.08 mm) with a LECO CHNZ2000 apparatus.
Experimental C/N for laying hen manure (A) and grapevine prunings (B) were 10.11
and 54.71, respectively (Table 3.1), so the mixture ratios for 100 kg were readily

determined by using equation [1]:

A- (C/N)A + B- (C/N)B = 100 - (C/N)mixture [1]
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These calculations indicate that the theoretical manure to vinegrape prunings ratio
should be 55/45, i.e.,, 1.22. Nevertheless, in order to attain a good hygienization and
quality of the compost, it is also necessary to operate with a mixture that can reach high
composting temperatures. Preliminary tests with laying hen manure/vine pruning waste
ratios of 1.22:1, 1.5:1 and 2:1 were conducted, concluding that the best results for the
final hygienization and quality of compost were achieved with a 2:1 w/w

manure:grapevine pruning waste ratio (Matei et al., 2014).

Tabla 3.1 Composition of the starting materials

Starting material C (%) H (%) N (%) C/N ratio pH
Hen manure 31.8 4.27 3.14 10.11 7.35
Vinegrape prunings 41.03 5.48 0.75 54.71 6.30

For the preparation of the pyramidal pile, an initial layer of straw was placed, so as
to absorb leachates, followed by a first 300 kg layer of laying hen manure, a second 150
kg layer of grapevine pruning waste, a third 300 kg layer of manure, a fourth 150 kg
grapevine prunings layer, and finally a covering layer of manure.

In the closed batch digester, 33 layers were prepared, with a bottom layer of straw
to adsorb leachates and alternate layers of manure (30-35 kg) and crushed pruning waste
(15-17.5 kq), covered by a final layer of manure.

The inoculated pruning waste was then placed in layers 2 and 4 in the open pile
(400 inoculated pruned vine shoots) and in layers 15, 17, 19 and 23 in the discontinuous
digester (the remaining 400 inoculated pruned vine shoots), marking them with green
paint and white bridles to enable subsequent extraction and analysis.

Water was added to each layer of crushed vine shoots to provide a humidity value
of 50%, and humidity and temperature were monitored with the probes indicated below.
Aeration of the pile was assured with the turnover process (after 28 days).

Regarding the discontinuous closed digester, it consisted of a Box-Compost
container and a Compostronic device. Dimensions of the Box-Compost container were
2370x1080x%1420 mm, and it was constructed with panels of polyester and polyurethane
foam, with an external stainless steel structure. Inside the Box-Compost container,

temperature, moisture and oxygen contents of the composting mass were conditioned
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with a 7.5 KW air heater, water sprinklers and a 3 HP high pressure centrifugal
ventilator, which were automatically controlled with a Compostronic Siemens device

equipped with a HOBO U12 data logger with 4 external channels (Sanchez et al., 2008).

3.3.4 Microorganisms analysis

Hygienization analysis was conducting by extracting five of the pruned vine
shoots inoculated with D. seriata at a time from aforementioned layers of the two
systems under study (piles and closed discontinuous biodigesters), firstly on a daily basis
(during the first week) and then on days 10, 20, 30, 40, 50 and 60 of the experiment.
Each vine shoot was cut into 6 chips with 5 replicates (i.e., 30 chips/sample), which
were used to seed Petri dishes containing malt extract agar (MEA) to which 0.5 g/l of
chloramphenicol had been added beforehand. Subsequently, they were incubated in an
oven at 25°C for 15 days to morphologically determine the growth of Diplodia seriata
and other fungi (Aspergillus, Acremonium, Alternaria, Fusarium) and bacteria
(Actinomycetes, Bacillus, Thiobacillus and Enterobacter spp) which grew from each
chip. For the replication of the resulting fungal colonies, they were isolated in potato
dextrose agar (PDA) to induce sporulation and were grown at 25°C in alternating cycles
of 12 hours of darkness and 12 hours of near ultraviolet light (Martin & Martin, 2013).
Reading of the Petri plates containing chips started after 10 days and was repeated every
two weeks for two months. The disappearance percentage for Diplodia seriata fungus
was determined by counting the number of affected chips per Petri dish of the
composted samples of inoculated vine pruning waste in comparison to the control
(inoculated pruned vine shoots before composting), and resorting to PCR (Thermo

Scientific™ SureTect™) for confirmation when necessary.

3.3.5 Chemical, physical and phytotoxicity germination analyses
Samples were analyzed for carbon, hydrogen and nitrogen concentrations with a
LECO CHN2000 elementary analyzer; temperature and humidity were tracked (3
repetitions) with a Crison 638 Pt portable thermometer and a Theta Meter HH1 humidity
probe, respectively; electrical conductivity (EC) and pH were measured with a Crison

conductivity meter micro CM 2200 and a Crison Basic 20 pH meter, respectively.
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In addition, a Medilow J.P. Selecta incubator, a Thermo Scientific Heraeus T 6030
heating and drying oven, a Mediclave J.P. Selecta autoclave, a Milestone ETHOS 900
microwave and a Varian AA240 FS atomic absorption spectrophotometer with flame
and graphite furnace for metals (UNE-EN 13650:2001 compliant) were also used to
process the samples and further characterize them.

For the phytotoxicity germination test, ten Lepidium sativa seeds were incubated
with 1 mL of compost extract at two different concentrations, either 1.7 g or 5 g of
compost/100 mL of distilled water, at 25°C in the dark for 72 hours on sterilized
cellulose filter paper (Whatman No. 1), according to Zucconi et al. (1981). Four
repetitions were prepared and incubated at 26°C in the dark for 48 hours.

The germination index (G1%) of the samples was calculated using the following

formula [2]:

seed germinationxroot length of treatmentx100 [2]

GI% =

seed germinationxroot length of control

3.3.6 Statistical analysis
The statistical analysis of the data has been conducted using OriginPro® ANOVA

tools. Unless specifically stated otherwise, all statistical differences represent p<0.05.

3.4 Results and discussion

In this section the results of the time evolution of the Diplodia seriata fungus
hygienization process in open and closed composters and of the effect of the seasonal
variability (for spring, summer and winter experiments) are presented. Physicochemical
monitoring parameters (i.e., temperature, humidity, aeration and pH) and those
parameters related to the nature of the substrate (C/N ratio and electrical conductivity) in
the different seasons are discussed first; followed by biological parameters (germination
rate, % of fungi and bacteria) and a compost quality (nutrients and heavy metals content)

assessment.
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3.4.1 Physicochemical parameters

3.4.1.1 Temperature, humidity and time

When operating on a pile system (Figure 3.1 a and Figure 3.1 b) or in a closed
digester (Figure 3.1 ¢ and Figure 3.1 d), there is not a clear delimitation between the
mesophilic (10-40 °C) and the thermophilic (40-75 °C) phases, since they occur in a
sequential manner (Niu et al., 2015; Schloss et al., 2003), but whereas the pile required
ten days to reach the thermophilic phase with a continuous moisture loss, the closed
digester did it in five days with a temperature of 75°C and a humidity of ca. 40-50%. To
reactivate the composting process in the pile, a turnover and water addition were
required after 28 days, which appeared in the time evolution as a temperature increase
and a gradual decrease in humidity. On the other hand, in the closed digester it was the
aeration the one which favored the hygienization of the vine prunings, due to the high
temperature that was reached inside it (75 °C).

With regard to self-heating period, it was long enough (60 days) in order to ensure
efficient hygienization of the input materials used (Franke-Whittle et al., 2014).

With regard to the impact of the seasonal variability, it is worth noting that for the
pile in the spring and summer seasons the thermophilic phase lasted up to 50 days with a
humidity of 41-42%, while in winter the humidity was 47% (see Figure 3.1 b). These
fluctuations can be ascribed to the influence of ambient temperature, according to Zhu
(2006). Out of the three seasons under consideration, correlation between humidity and
temperature and an appreciable significance were only observed for the summer season,
both for the pile (p=0.004, R?=0.767) and the digester (p=0.016; R?=0.643). The fact
that the significance was higher for the pile (p<0.01) than for the digester (p <0.05) was
probably due to the higher moisture content in the former in comparison to the later
(47% vs. 41%).
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Figura 3.1 Evolution of temperature (°C) and humidity (%) of the samples collected on a daily basis for
piles (top) and closed batch biodigesters (bottom). All measurements were conducted in triplicate: the
reported values correspond to the average and the e.s.d. was <4.20% in all cases.

The significant differences in the summer, also reported by Benito et al. (2006)
when operating with pruned vine shoots mixed with foliage in open compost piles in
different seasons, could be attributed to differential leaching of soluble salts as a result
of seasonal precipitations.

In comparison to the work by Bustamante et al. (2012), it is also worth noting that,
whereas temperatures higher than 50°C could not be attained when cattle slurry was
mixed with vine shoot prunings as bulking agent in a pile, laying hen manure allows to
reach temperatures of ca. 70°C, which leads to a much more effective composting (and

better hygienization), both for the piles and the biodigesters.
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3.4.1.2 pH and electrical conductivity

According to Sanchez-Monedero et al. (2001), the pH increases during the
composting process both for open and closed systems due to the decomposition of the
organic acids and the formation and release of ammonia by volatilization. In Figure 3.2
it can be observed that pH values for the open and closed composters in this study
ranged from 7 to 9.5 and that the EC was in the 1-3.5 dS/m range. The highest pH values
were attained for piles and biodigesters operating in winter (pH 9.2), with a very high
EC/pH significance (p<0.001) for that period.
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Figura 3.2 pH and electrical conductivity variation in the samples taken from open piles (top) and closed
batch digesters (bottom). The reported values are the average of three measurements, and the e.s.d. was
<1% in all cases.

The final values of pH and EC barely fluctuated in the different seasons: pH values
(8-8.5) and CE values (1.8-1.3 dS/m) were typical of mature compost and could be
regarded as indicative of good quality products. A high significance was also found

between temperature and electrical conductivity for open piles, regardless of the actual
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season (spring: R? =0.607, p=0.001; summer: R?=0.414, p=0.012; winter: R*=0.481,
p=0.005).

3.4.1.3 C/N ratio

When operating with pruning wastes, a compost can be considered stable or
mature if the C/N ratio is around 15-20, while for values above 25 nitrogen would be
very bonded to organic matter and would not be used by plants (Huang et al., 2004). In
view of Figure 3.3, it can be observed that for a (dry) laying hen manure/branches 2:1
w/w ratio the operating ranges in terms of C/N ratios for the open pile (14-22) and for
the closed digester (12-20) were within aforementioned interval for optimal ready-to-use
compost, according to Rosen et al. (1993).

The seasonal analysis of the compost for the open pile showed that the highest
values of the C/N ratio occurred in spring, ten days after the start of the process (C/N
ratio=22), while the lowest ratio corresponded to the summer pile after 20 days (C/N
ratio=14). The subsequent turnover allowed an increase in the C/N ratio and promoted
that compost maturation could be achieved at the end of the process (with C/N ratio=20

in spring, C/N ratio=18 in winter and C/N ratio=16 in summer).
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Figura 3.3 C/N ratio variations in the samples taken from (a) open piles and (b) closed batch biodigesters.
All reported values correspond to the average of the three repetitions, and e.s.d. was <1.9% in all cases.
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3.4.2 Biological parameters and compost quality control

3.4.2.1 Diplodia seriata control

The time evolution of the percentage of disappearance of Diplodia seriata fungus
in open and closed systems is depicted in Figure 3.4. For piles (Figure 3.4 a), 10 days
were required for the partial elimination of the fungus and 35 days of composting were
needed for its complete inhibition, while in the closed digesters (Figure 3.4 b) the fungus
disappeared in the first 3-4 days. Consequently, the compost hygienization was far
quicker and more effective in the closed digester than in the open pile, regardless of any

seasonal variability.
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Figura 3.4 Diplodia seriata fungus variations in the samples taken from (a) open piles and (b) closed batch
biodigesters.

A study of the disappearance of Diplodia seriata fungus against different
physicochemical parameters and in different seasons (spring, summer and winter) was
also conducted. When operating in an open pile, there was an inverse correlation
between the percentage of disappearance of Diplodia seriata and the temperature
increase in all the three seasons. The associated significance was particularly high in the
summer, due to the higher temperatures reached in this season (R?*=0.832, p<0.001),
while the significance was lower for the fungus disappearance vs. moisture (R?*=0.552,
p=0.034), vs. pH (R?*=0.518, p=0.003), vs. electrical conductivity (R*=0.428, p=0.011)
and vs. the percentage of other fungi (R?=0.508, p=0.004). Dunkley et al. (2011) also
demonstrated the effectiveness of the open pile composting process during the summer

to destroy any pathogenic microorganisms that may be present. Rodriguez et al. (2012)

136



Hygienization and control of Djplodia seriata fungus in vine pruning waste composting
and its seasonal variability in open and closed systems

likewise confirmed the effectiveness of a closed digester (a rotary drum reactor) using
pruning waste and powdered sawdust as bulking agents, attaining a complete removal of

pathogens after 3 days of composting.

3.4.2.2 Other fungi and bacteria

The content of other fungi and bacteria (specified in subsection 3.3.4) are depicted
in Figure 3.5, which shows that they were lower in the closed digester than in the open
pile, regardless of the season. For example, the content of other fungi and bacteria in the
pile in the summer was ca. 85%, while in the discontinuous closed digester that content
was less than half of that of the pile (40%). At the end of the composting process, other

fungi from the Penicillium genus were identified, attributable to environmental

pollution.
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Figura 3.5 Other fungi and bacteria time evolution for open piles (top) and closed biodigesters (bottom).
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3.4.2.3 Germination index and compost quality

The results of the in vitro germination tests in the aqueous extracts of mixtures of
vine pruning waste and laying hen manure at two dilutions (D1: 5 g compost/100 mL
water; D2: 1.7 g compost/100 mL water), conducted with cress (Lepidium sativum)
seeds, are summarized in Table 3.2. The value of the germination rate was higher for the
pile than for the discontinuous closed biodigester, and was slightly higher in the summer
(D2: 210%). It can also be observed that the average values of germination indices
(G1%) at the end of the composting process (D1: 113%; D2: 141%) were higher than at
the start of the composting process (D1: 109%; D2: 117%). In both cases the compost
would be considered mature since the Gl is above 60%, which indicates that it contains
no phytotoxic substances that can negatively affect the development of seeds (Zucconi et
al., 1981).

Tabla 3.2 Evolution of the germination index (GI) for Lepidium sativum, using aqueous extracts of the
initial and final compost, for the open pile and the closed biodigester in the different seasons. Reported
values are the average of the four repetitions.

Gl (%)

Treatment Spring Summer Winter

Pile o Biodigester o Pile o Biodigester o Pile ¢ Biodigester o

D1 (initial) 105 12 63 7 105 6 61 8 162 23 150 16
D2 (initial) 123 13 68 4 114 7 125 19 174 20 147 17
D1 (final) 111 11 60 10 125 13 123 8 133 23 120 14
D2 (final) 126 14 90 10 210 13 135 14 191 22 164 15

* The germination index for the control (distilled water) was 100. D1 and D2 stand for first and second
dilution (5 g/100 mL of water and 1.7 g/100 mL of water, respectively).

3.4.2.4 Nutrients and heavy metals contents

The application of the composted waste to the soil involves the provision of
substantial quantities of nutrients. However, Table 3.3 shows that during the composting
process a relative increase in the concentration of metals takes place, due to organic
matter loss and transformation (Canarutto et al., 1991; Garcia et al., 1991). By
comparison of the contents of heavy metals in the pile and in the discontinuous closed

digester at the beginning vs. at the end of the composting process, slight increases in the
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contents of Mg (0.64% vs. 0.78%) and Cr (16 ppm vs. 18.3 ppm) were observed for the
closed biodigester, while for the pile there were increases in the Ca (4.13% vs. 4.47%),
Cr (15.95 ppm vs. 20.80 ppm), Ni (8.26 ppm vs. 12.18 ppm) and Pb (11.10 ppm vs.
11.56 ppm) contents. No changes were observed for Na, K and Fe.

The resulting fertilizing products could be classified as class A according to the
Annex V of the Spanish Royal Decree 506/2013 of 28th June (which transposes
Regulation (EC) No. 2003/2003 for fertilizers and its subsequent amendments), and the
quality of the obtained compost allows its application to agricultural soils since no item
exceeded the maximum limits for heavy metals in solids (mg/kg of dry matter).
Nonetheless, the contents of Cu and Zn in the compost were close to the upper limit
value for class A fertilizer (Cu: 70 ppm and Zn: 200 ppm) due to the manure used as a

starting product.

Tabla 3.3 Evolution of the nutrients and heavy metals contents at the beginning (PO and B0) and at the end
(P and B) of the composting process for the open pile (P) and the closed batch biodigester (B).

Cr Cu Mn Zn Ni Pb Cd

Sample %K %Na %Ca %Mg %Fe
(ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppb)

Po, Bo
(initial)

P(final) 1.27 020 447 064 038 208 795 449 201 122 116 147
B (final) 1.30 025 3.93 078 022 183 961 579 395 86 99 160

127 024 413 064 027 160 96.6 650 448 8.3 11.1 217

3.5 Conclusions

The closed biodigester was far more efficient than the pile for the hygienization of
the grapevine pruning waste inoculated with Diplodia seriata. With regard to seasonal
variations, a high significance for the percentage of disappearance of Diplodia seriata vs.
temperature was observed for the open pile in the summer (R2=0.832, p<0.001). The
chosen 2:1 w/w ratio for the laying hen manure/grapevine prunings mixture allowed not
only to reach the required high temperatures, but yielded an excellent fertilizer, free of
pathogens, with a C/N ratio lower than 20 -that favors the mineralization of the compost-

and a germination rate well above 60%.

139



Hygienization and control of Djplodia seriata fungus in vine pruning waste composting
and its seasonal variability in open and closed systems

Acknowledgements

The authors would like to gratefully acknowledge the Junta de Castilla y Leon’s support
through project VA233A12-1. PM-R thanks Santander Universidades for its financial
support through “Becas Iberoamérica Jovenes Profesores e Investigadores, Espafia

2015" postdoctoral scholarship program.

140



Hygienization and control of Djplodia seriata fungus in vine pruning waste composting
and its seasonal variability in open and closed systems

3.6 References

Aroca, A., Gramaje, D., Armengol, J., Garcia-Jiménez, J., Raposo, R. (2009) Evaluation
of the grapevine nursery propagation process as a source of Phaeoacremonium
spp. and Phaeomoniella chlamydospora and occurrence of trunk disease pathogens
in rootstock mother vines in Spain. Eur. J. Plant Pathol., 126(2), 165-174.

Benito, M., Masaguer, A., Moliner, A., De Antonio, R. (2006) Chemical and physical
properties of pruning waste compost and their seasonal variability. Bioresour.
Technol., 97(16), 2071-2076.

Bernal, M.P., Alburquerque, J.A., Moral, R. (2009) Composting of animal manures and
chemical criteria for compost maturity assessment. A review. Bioresour. Technol.,
100(22), 5444-5453.

Bustamante, M.A., Alburquerque, J.A., Restrepo, A.P., de la Fuente, C., Paredes, C.,
Moral, R., Bernal, M.P. (2012) Co-composting of the solid fraction of anaerobic
digestates, to obtain added-value materials for use in agriculture. Biomass
Bioenergy, 43, 26-35.

Canarutto, S., Petruzzelli, G., Lubrano, L., Guidi, G.V. (1991) How composting affects
heavy metal content. Biocycle, 32(6), 48-50.

Chittenden, C., Singh, T. (2009) In vitro evaluation of combination of Trichoderma
harzianum and chitosan for the control of sapstain fungi. Biol. Control, 50(3), 262-
266.

Dunkley, C., Cunningham, D., Ritz, C., Dunkley, K., Hinton, A. (2011) Using mortality
compost in vegetable production: A comparison between summer and winter
composting and its use in cabbage production. Agric. Food Anal. Bacteriol., 1, 6-
14,

Edwards, J., Constable, F., Wiechel, T., Salib, S. (20079 Comparison of the Molecular
Tests - Single PCR, Nested PCR and Quantitative PCR (SYBR Green and
TagMan) - For Detection of Phaemoniella Chlamidospora During Grapevine
Nursery Propagation. in: Phytopathol. Mediterr., VVol. 46, University of Florence.
Florence, Italy, pp. 58-72.

EPA (2002) Biosolids applied to land: Advancing standards and practices. National
Academies Press, Washington DC, USA.

Franke-Whittle, I.H., Confalonieri, A., Insam, H., Schlegelmilch, M., Kérner, 1. (2014)
Changes in the microbial communities during co-composting of digestates. Waste
Manage. (Oxford), 34(3), 632-641.

Garcia, C., Herndndez, T., Costa, F. (1991) Changes in carbon fractions during
composting and maturation of organic wastes. Environ. Manage., 15(3), 433-439.

Guerra-Rodriguez, E., Diaz-Ravifia, M., Vazquez, M. (2001) Co-composting of chestnut
burr and leaf litter with solid poultry manure. Bioresour. Technol., 78(1), 107-1009.

Hao, X., Chang, C., Larney, F.J. (2004) Carbon, Nitrogen Balances and Greenhouse Gas
Emission during Cattle Feedlot Manure Composting. J. Environ. Qual., 33(1), 37-
44,

Huang, G.F., Wong, JW.C., Wu, Q.T., Nagar, B.B. (2004) Effect of C/N on composting
of pig manure with sawdust. Waste Manage. (Oxford), 24(8), 805-813.

141



Hygienization and control of Djplodia seriata fungus in vine pruning waste composting
and its seasonal variability in open and closed systems

Huang, G.F., Wu, Q.T., Wong, J.W.C., Nagar, B.B. (2006) Transformation of organic
matter during co-composting of pig manure with sawdust. Bioresour. Technol.,
97(15), 1834-1842.

Larignon, P., Fontaine, F., Farine, S., Clément, C., Bertsch, C. (2009) Esca et Black
Dead Arm : deux acteurs majeurs des maladies du bois chez la Vigne. C. R. Biol.,
332(9), 765-783.

Martin, L., Martin, M.T.(2013) Characterization of fungicide resistant isolates of
Phaeoacremonium aleophilum infecting grapevines in Spain. Crop Protect., 52,
141-150.

Martin, M.T., Cobos, R. (2007) Identification of Fungi Associated with Grapevine
Decline in Castilla y Ledn (Spain). in: Phytopathol. Mediterr., Vol. 46, University
of Florence. Florence, Italy, pp. 18-25.

Matei, P.M., Martin-Ramos, P., Sdnchez-Béascones, M., Hernandez-Navarro, S., Correa-
Guimaraes, A., Navas-Gracia, L.M., Rufino, C.A., Ramos-Sanchez, M.C., Martin-
Gil, J. (2015) Synthesis of Chitosan Oligomers/Propolis/Silver Nanoparticles
Composite Systems and Study of Their Activity againstDiplodia seriata. Int. J.
Polym. Sci. 1-11.

Matei, P.M., Sanchez Bascones, M., Martin-Villullas, M.T., Diez-Gutiérrez, M.A.,
Garcia-Gonzalez, M.C. (2014) Eficiencia del compostaje de sarmientos de vid
mediante pilas abiertas como metodode higienizacion. 1V Jornadas de la Red
Espafiola de Compostaje. De Residuo a Recurso: Estrategias de gestion
tratamiento y valorizacion en el Horizonte 2020, 12-14 November 2014, Murcia,
Spain. Red Espariola de Compostaje. pp. 156-160.

Niu, Q., Takemura, Y., Kubota, K., Li, Y.-Y. (2015) Comparing mesophilic and
thermophilic anaerobic digestion of chicken manure: Microbial community
dynamics and process resilience. Waste Manage. (Oxford).

Rodriguez, L., Cerrillo, M.1., Garcia-Albiach, V., Villasefior, J. (2012) Domestic sewage
sludge composting in a rotary drum reactor: Optimizing the thermophilic stage. J.
Environ. Manage., 112(0), 284-291.

Rosen, C.J., Halbach, T.R., Swanson, B.T. (1993) Horticultural uses of municipal solid
waste composts. HortTechnology, 3(2), 167-173.

Sanchez, M., Gonzalez, J.L., Gutiérrez, M.A.D., Guimaraes, A.C., Gracia, L.M.N.
(2008) Treatment of animal carcasses in poultry farms using sealed ditches.
Bioresour. Technol., 99(15), 7369-7376.

Sanchez-Monedero, M.A., Roig, A., Paredes, C., Bernal, M.P. (2001) Nitrogen
transformation during organic waste composting by the Rutgers system and its
effects on pH, EC and maturity of the composting mixtures. Bioresour. Technol.,
78(3), 301-308.

Savocchia, S., Steel, C.C., Stodart, B.J., Somers, A. (2015) Pathogenicity of
Botryosphaeria species isolated from declining grapevines in sub tropical regions
of Eastern Australia. Vitis, 46(1), 27-32.

Schloss, P.D., Hay, A.G., Wilson, D.B., Walker, L.P. (2003) Tracking temporal changes
of bacterial community fingerprints during the initial stages of composting. FEMS
Microbiol. Ecol., 46(1), 1-9.

Surico, G., Mugnai, L., Marchi, G. (2006) Older and More Recent Observations on
Esca: A Critical Overview. in: Phytopathol. Mediterr., Vol. 45, University of
Florence. Florence, Italy, pp. 68-86.

142



Hygienization and control of Djplodia seriata fungus in vine pruning waste composting
and its seasonal variability in open and closed systems

Waite, H., Morton, L. (2007) Hot Water Treatment, Trunk Diseases and Other Critical
Factors in the Production of High-Quality Grapevine Planting Material. in:
Phytopathol. Mediterr., VVol. 46, University of Florence. Florence, Italy, pp. 5-17.

Zhu, N. (2006) Composting of high moisture content swine manure with corncob in a
pilot-scale aerated static bin system. Bioresour. Technol., 97(15), 1870-1875.

Zucconi, F., Monaco, A., Debertoldi, M. (1981) Biological evaluation of compost
maturity. Biocycle, 22(4), 27-29.

143



Thermal death kinetics of Diplodia seriata fungus inoculated in vitro in pruned vine
shoots

4 Thermal death kinetics of Dijplodia seriata fungus
inoculated /n vitro in pruned vine shoots

144



Thermal death kinetics of Diplodia seriata fungus inoculated in vitro in pruned vine
shoots

4. Thermal death kinetics of Diplodia seriata fungus inoculated in vitro
in pruned vine shoots

Petruta M. Matei®, Pablo Martin-Ramos™, Mercedes Sanchez-Bascones?, M. Cruz
Garcia-Gonzalez®, M. Teresa Martin-Villullas*®, Salvador Hernandez-Navarro®, Luis M.

Navas-Gracia® and Jesus Martin-Gil®

& Agriculture and Forestry Science Department, ETSIIAA, Universidad de Valladolid,
Avenida de Madrid 57, 34004 Palencia, Spain.

Department of Agricultural and Environmental Sciences, Higher Polytechnic School
of Huesca, University of Zaragoza, Carretera de Cuarte, s/n, 22071 Huesca, Spain. E-
mail: pmr@unizar.es; Tel: +34 (974) 292668; Fax: +34 (974) 239302.

° ITACYL, Finca Zamaduefias, Ctra. de Burgos, km. 119, 47071 Valladolid, Spain.

¢ Agriculture and Forestry Engineering Department, ETSIIAA, Universidad de

Valladolid, Avenida de Madrid 44, 34004 Palencia, Spain.
4.1 Abstract

The upsurge in fungal diseases that cause grapevine wood rot in young and adult
plants remains a major concern for the wine sector. So as to study the effectiveness of
heat treatments for the sanitization of pruning waste, the thermal death of two inocula of
Diplodia seriata fungus -associated to black dead arm disease- was studied in vitro at
different temperatures in a dry air incubator, confirming that inhibition increased as a
function of temperature and exposure time. First-order and Weibull models were
compared to describe D. seriata fungus survival curve kinetics, with high R? values
(0.923 and 0.930, respectively) and high significances (p<0.001) for both models.
According to the first-order model, the time required to reach 100% mortality at 65 °C
was 120 min (or 93 min to 95%), whereas for the Weibull model a 90% reduction was

attained after 73 min.

Keywords: activation energy, Diplodia seriata, isolated fungus, pruned vine shoots,

thermal death kinetics
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4.2 Introduction

Diplodia seriata is a phytopathogenic fungus, belonging to the
Botryosphaeriaceae family, which can be isolated from plants affected from black dead
arm disease (BDA) and that causes serious infections to both vineyards and fruit trees
(Larignon et al., 2001; Savocchia et al., 2015) (Niekerk et al., 2006). In Spain, D. seriata
has become one of the most prevalent pathogens associated with grapevine (Vitis
vinifera L.) diseases. Along with D. mutila, it is usual in mature plants (older than five
years), while the incidence of Botryosphaeria spp infection in young plants is very
variable (Martin & Cobos, 2007).

It is well known that pruning wounds are the main route of infection by pathogens
of fungal diseases and that their incidence is higher in pruned vines (vs. unpruned vines).
It is also known that D. seriata fungus is one of the most active pathogens and its
infection is observable after the period of bleeding and usually appears in rainy periods
with temperatures in the 10-16 °C range (Larignon et al., 2009).

Pathogenic fungi that live in the tissues of the phloem and xylem of vines cannot
be controlled with fungicides (Groenewald et al., 2000; Jaspers, 2001), so the best
alternative for an adequate sanitization of grapevine plant material is a combination of
different control strategies (Agusti-Brisach et al., 2015). Biological-chemical treatments
have been used to disinfect pruning waste (Matei et al., 2015) or to eliminate postharvest
fungi in fruit (Nunes, 2011). Other suggested approaches include UV illumination
directly onto the fruits or foods (Beigi et al., 2015; Syamaladevi et al., 2015); a
combination of ozone and pulsed UV light (Bialka et al., 2008); different pressures and
temperatures (Da Rocha et al., 2011); soft thermal or ultrasonic methods to reduce the
time and processing temperatures (Cheng et al., 2013; Evelyn et al., 2016); microwave,
radiofrequency and gamma radiation (Cheng et al., 2013; Mitcham et al., 2004) or
photodynamic therapy (Alves et al., 2015).

Another alternative for the control of these pathogenic fungi are thermal methods,
such as the application of composting techniques (Matei et al., 2014) or treatments with

hot water (Bleach et al., 2009; Gramaje et al., 2010b). In the composting process, the
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addition of poultry manure to the pruning waste was shown to cause a temperature
increase up to 70 °C, favoring the elimination of potential pathogens in the final product
(Matei et al., 2014), while in plant nurseries it was feasible to control the fungi that
cause Petri disease by applying treatments with hot water at 53 °C for 60 min, without a
negative impact on the grapevine tissues (Gramaje et al., 2010b; Waite & Morton,
2007).

For the success of these later methods, studies on thermal death curves of inocula
of fungi from the Botryosphaeriaceae family can be regarded as a basic prerequisite,
provided that insight on how to disinfect the propagation material in nurseries is needed
(Fourie & Halleen, 2004; Pascoe et al., 2001). In addition to the work of Gramaje et al.
(2010b), who conducted studies of the decline of young vine plants associated with
black foot disease (caused by Cylindrocarpon spp) and its inhibition by in vitro
treatments with hot water, Bendek et al. (2007) also evaluated the infection risk
assessment index and the effect of temperature and humidity on the germination of
conidia of Erysiphe necator, but little is known about the actual effects of temperature
and heating time on the growth of D. seriata fungus.

Consequently, the main goal of this study has been to evaluate in vitro the thermal
death of two inocula of D. seriata fungus in vine pruning waste by comparing four
isothermal treatments and different holding times in an incubator stove with hot dry air.
The choice of dry air (instead of hot water of damp air) is supported by the fact that
water would facilitate the fungal germination processes (Agusti-Brisach et al., 2015;
Arauz, 1989). In addition, kinetic models derived from thermal mortality data -which
may be useful so as to know the survival rate and predict lethal times- are presented, as a
first step towards the design of new treatment protocols that can preclude the spreading

of this disease.

4.3 Material and methods

4.3.1 Fungal isolates
The two D. seriata fungal isolates (Y84-1-1a and Y207-1-1c) were supplied by
ITACYL (Agrarian Technology Institute of Castilla-Ledn, Spain) and had been obtained

from Tempranillo variety vines older than 5 years, from Toro Designation of Origin

147



Thermal death kinetics of Diplodia seriata fungus inoculated in vitro in pruned vine
shoots

(Castilla y Ledn, Spain), affected by fungal diseases (Eutipiosis and Esca). The fungal
isolates, upon assignation of a reference number, were stored at 4 °C, replicated in potato
dextrose agar (PDA, prepared from 12 g of Merck PDA in 750 mL of distilled water)
and sterilized in an autoclave (Mediclave J.P. Selecta 4047725) at 100°C for 45 min. So
as to prevent bacterial growth, 3.75 mL of chloramphenicol (0.25 g/L, Merck) were
added.

4.3.2 Inoculation process

On a plot of 16 ha of supposedly healthy vines (variety Tempranillo), in a vineyard
located in Cubillas de Santa Marta (Valladolid, Spain), it was found —on the basis of
external symptoms and during a 5 year period- that 1.5% of the vines suffered from
Eutipiosis and 1.3% of the vines were affected by Esca. For the process of inoculation
with D. seriata fungus, pruned shoots were collected from the allegedly healthy vines
and were cut into 15-20 cm pieces, which had 2 or 3 leaf buds. The pieces were washed
with water and soap, disinfected and dried under UV light for 30 min in a laminar flow
cabinet. The application of the fungal mycelium was performed under UV light, after
having made a basal cut into the selected pieces of pruned shoots. The inoculated
branches were placed in test tubes and stored on racks at 25°C in the dark for a period of
3 months. Subsequently, batches of five of these inoculated shoots (provided that five
repetitions were carried out for each assay) were selected in order to control their

sanitization by isothermal treatment in a bacteriological air convection incubator.

4.3.3 Thermal treatments and mycelium growth studies

The heat treatment of the samples inoculated and infected with fungal isolates of
D. seriata (Y84-1-1a and Y207-1-1c) was performed in an Incubat JP Selecta 2000994
hot air bacteriological incubator with natural convection, which allowed to adjust the
temperature from 5 °C to 80 °C, with a stability of £0.1 °C and a uniformity of £0.5 °C at
37 °C. The 15 to 20 cm-long pieces of the inoculated pruned vine shoots were covered in
aluminum foil (Albal R) and placed in the incubator. Isothermal studies were performed
at 40, 50, 60 and 65 °C for different time periods (20, 40, 60, 80, 120 and 150 min).

Subsequently, for the analysis of the mycelial growth, chips (tissue samples) were

obtained from the base of the vine shoots and seeded in Petri dishes at room temperature
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(25 °C) in a malt extract agar (MEA, Merck) medium, previously prepared and sterilized
(17 g of MEA were dissolved in 750 mL of distilled water to which 0.75 mL of Dieldrin
acaricide (0.2 g/L, Sigma) were added). In order to induce sporulation and growth of the
D. seriata fungus, 5 replicates were carried out in Petri dishes in a PDA medium (i.e., 4-
mm diameter agar plugs with the mycelia on top were transferred to the center of the
PDA plates) and were incubated in the dark at 25 °C for 10 days, in alternating cycles of
12 hours of darkness and 12 hours of near-UV light (Martin & Martin, 2013).

The radial growth rate of each fungal isolate (in cm/day) was measured along two
perpendicular axes for each Petri dish and the percentage of mycelium growth versus
that of the control (without heat treatment) was calculated as (x/y)-100, where x = mean
value for the five plates seeded with an isolate (in cm) and y = average value for the five
control plates (8.5 cm), determining also the standard deviations.

D. seriata isolates were identified by macroscopic characteristic features, such as
the texture of the colonies, the color of the mycelium in the MEA medium, the shape of
the margin of the fungus in the Petri dish or spore morphology and conidiogenous cells
(Vicent et al., 2001). Data analysis was subsequently conducted in OriginPro 2015
(OriginLab Co.).

4.3.4 D. seriata fungus thermal death studies using kinetic models
The analysis to the Kinetics of thermal death for D. seriata fungus was conducted
taking the average mycelial growth percentage values of the two isolates of D. seriata
fungus for the different treatment temperatures/times, and using either a first-order

kinetic model or Weibull model.

® Linear kinetic model

The general equation used was (Eq. 1):

o) _ () [1]
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The integration of Eq. 1 yields the following expressions by taking the logarithm
of both sides of the equation:
1-n
(Nﬁ) =—kt+c n#1l
’ [2]
ln(£)= —kt+c n=1
Ng
where N and Ny are the surviving and initial percentages of D. seriata fungus; t
(min) is the exposure time; k is the thermal death rate constant; and n is the kinetic order

of the reaction.

The data were fit for each of the different reaction orders (n=0, 0.5, 1 or 1.5). On
the basis of the average values of R? obtained for the different temperatures, the reaction
order that led to the best overall fit was chosen, the constants of k and ¢ were obtained
from the regression equation, and the lethal times required to Kill 95%, 99%, 99.33%
and 99.99% of the fungus (LTgs, LTog, and LTgg33 and LTggg99) Were estimated. The
thermal death curve was then obtained from the minimum exposure times required to
attain 100% mortality of the fungus at each temperature (Wang et al., 2002) and the
thermal death activation energy (Ea, J/mol) was determined by using Eqg. 3. The
activation energy is the minimum energy required to inhibit or prevent the growth of the

fungus and reflects the sensitivity of the response of the fungus to temperature changes.

_ 2.303‘RTmin Tmax
Z

E, [3]

where R is the universal gas constant (8.314 J/mol-K), Tmin and Tmax are the
minimum and maximum absolute temperatures (K) and z is the negative inverse of the
slope of the thermal death curve (°C), which is equivalent to the rate constant and to the

activation energy in the classical theory of reaction kinetics (Armstrong et al., 2009).

The activation energy can also be determined from the Arrhenius inactivation
curve (Hallman et al., 2005) (Eg. 4), plotting log k versus the inverse of the absolute
temperature (1/T) and considering that ko is the reference thermal death rate constant

(min™):

150



Thermal death kinetics of Diplodia seriata fungus inoculated in vitro in pruned vine
shoots

Ea
2.303-RT

logk =log ky - [4]

(i) Weibull kinetic model

The thermal inactivation of D. seriata fungus can also be studied using the
nonlinear Weibull kinetic model (Eq. 5), which describes the microbial inactivation by
different methods (Bialka et al., 2008; van Boekel, 2002; Wang et al., 2002):

\B
t0g () =~ (&) 5]

where N and Np are again are the surviving and initial percentages of D. seriata
fungus; t (min) is the holding time; « is the characteristic time or scale parameter (min);

and f is the curve shape parameter (dimensionless).

Depending on the value of the shape parameter £, the inactivation curve can be
upward concave (5 < 1), if the remaining fungus has the ability to adapt to the applied
stress and it is more difficult to inactivate it; linear (# = 1) or downward concave (> 1),
when the remaining fungus becomes increasingly more damaged. Moreover, the reliable
life (tr), i.e., the 90% percentile of the failure time distribution, can be determined from
a and g using Eq. (6):

th=a - (2.303)% [6]

(iii) Data fitting

The data were fit (according either to Eq. 2 or to Eq. 5) using a Levenberg-
Marquardt iteration algorithm with a »* tolerance of 1-10™ in OriginPro 2015
(OriginLab Co.). The goodness of fit was evaluated by means of the mean square error
obtained from the ANOVA tables.
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4.4 Results and discussion

4.4.1 Effect of the treatment temperature/holding time on the growth of
the D. seriata inoculates

The effect of treatment temperature and time on mycelial growth for the two
isolates of D. seriata (Y84-1-1a and Y207-1-1c) is summarized in Figure 4.1, which
shows the percentage of mycelial growth at four different temperatures (40, 50, 60 and
65 °C) in an atmosphere of dry hot air for different holding times (namely, 20, 40, 60,
90, 120 and 150 °C).

It may be concluded that a gradual and significant inhibition of mycelial growth
occurs with time and temperature for both isolates, with slightly higher significance
levels for the second isolate (Y207-1-1c, p < 0.01) than for the first one (Y84-1-1a, p <
0.05) (see Table 4.1).

-1- I 0 min

(a) Y84-1-1a B 20 min
— I 40 min
g\ol [ 60 min
= [ 190 min
E [ 1120 min
2 [ 1150 min
S
(=2}
s
©
o
>
=

50 60 65

Temperature (°C)

1. I 0 min
(b) Y207-1-1c I 20 min
I 40 min
[ 60 min
[ 190 min
[ ]120 min
[ 1150 min

Mycelial growth (%)

50 60 65
Temperature (°C)

Figura 4.1 Percentage of mycelial growth at different treatment temperatures and for various holding times
for the two isolates of D. seriata: (a) Y84-1-la and (b) Y207-1-1c. The same temperature-time
combinations were assessed for the two isolates. All values are given in average and standard deviations
have been determined from the five repetitions conducted for each assay.
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Tabla 4.1 Regression analysis of the effect of temperature and holding time on mycelial growth for the
two D. seriata isolates

Temperature Y84-1-1a isolate Y207-1-1c isolate

DF  MS R? P>F DF MC R?  P>F

4G Regression 1  3761.82 0.972 <0.001 Regression 1 330490 0.845 0.003
Residual 5 21.16 Residual 5 120.48

£0C Regression 1 2817.86 0.689 0.020  Regression 1 514506 0.778 0.008
Residual 5 253.27 Residual 5 293.01

60°C Regression 1 2278.06 0526  0.060 Regression 1 4086.59 0.765 0.009
Residual 5 410.55 Residual 5 249.90

65°C Regression 1 3462.48 0.679  0.022 Regression 1 5121.60 0.766 0.009
Residual 5 326.91 Residual 5 312.50

Regression 1 3080.06 0.717  0.026 Regression 1 441454 0.789 0.007
Average Residual 5 252.97 Residual 5 243.97

DF: degrees of freedom; MS: mean square

Previous studies in nurseries on pathogenic fungi (Cylindrocarpon spp.) concluded
that standard protocols with hot baths at 50°C for 30 min were essential and that
treatments at higher temperature would be required to reduce its incidence (Edwards et
al., 2004; Fourie & Halleen, 2004; Gramaje et al., 2010a; Halleen et al., 2007; Swart et
al., 2001; Waite & May, 2005). Moreover, Bleach et al. (2009) confirmed that higher
temperatures are required for the complete elimination of infections that occur when the
pathogen affects the wood of one year-old cuttings. According to these observations, it
can be inferred that D. seriata fungus inocula would have greater thermotolerance than
black foot disease (Cylindrocarpon spp) and that a temperature of 65 °C for two hours
(220 minutes) would be needed so as to achieve total sanitization when we resort to a

hot air treatment.

4.4.2 Thermal death kinetic model for D. seriata fungus

Table 4.2 summarizes the coefficients of determination (R?) for different reaction
orders (n) at the four treatment temperatures (40, 50, 60 and 65°C) under study, taking
the average values of the percentage of mycelial growth of the two D. seriata isolates
(Y84-1-1a and Y207-1-1c). The choice of the 1*-order kinetic model is supported by the
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fact that it has the highest average regression coefficient value (average R? value:
0.9228; p<0.01).

Tabla 4.2 Coefficients of determination (R?) from each of the n-order kinetic models for the thermal
mortality of D. seriata at four different temperatures.

Temperature (°C) n=0 n=05 n=1 n=15 n=2
40 0.94132 0.95716 0.94659 0.90561 0.83871
50 0.75416 0.87772 0.92595 0.83351 0.67951
60 0.64358 0.76593 0.85172 0.87096 0.82193
65 0.68859 0.90463 0.96705 0.96339 0.89095
Average 0.75691 0.87636 0.92282 0.89336 0.80777

The fits for the thermal death curves of D. seriata for the selected 1*-order kinetic
model are shown in Figure 4.1, and the calculated k and c values at the various
temperatures are summarized in Table 4.1. It is worth noting that the thermal death rate
constant values increase with increasing temperature (trebling from 0.0112 at 40 °C to
0.0326 at 65 °C).

In(N/N )=-kt+c, n=1

40°C N BTN

50°C v TN o

60°C Sooa A

65°C N RPN

.3 | — Linear fit40°C RN

- - -Linear fit 50°C o
-+ Linear fit 60°C

— = Linear fit 65°C

_4 1 1 1 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Time (min)

< B>oOoao

Figura 4.2 Thermal mortality curves of D. seriata at different temperatures and holding times with their
1°“order linear fits
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Tabla 4.3 Thermal death constants for the 1%-order kinetic model for D. seriata fungus at different
temperatures.

In(N/Ny)=—-kt+c
Temperature (°C) °

k c
40 0.0112 0.1432
50 0.0197 0.0209
60 0.0201 0.1714
65 0.0326 0.0706

Table 4.4 presents the observed minimum exposure time required to achieve 100%
growth inhibition at 65 °C and the estimated LTgs, LTgg, LTgg.33 and LTog g9 lethal times,
i.e.,, the time needed to kill 95, 99, 99.33 and 99.99% of the test mycelia, which
correspond to 92.7, 114.5, 116.3 and 119.9 min, respectively. The observed minimum
time and the predicted LTs are very close and suggest that 2 hours at 65 °C in dry hot air
would be required for proper sanitization of the pruned vine shoots inoculated with

Diplodia seriata.

Tabla 4.4 Comparison of the lethal time obtained experimentally for D. seriata at 65 °C with those
estimated from the 1%-order kinetic model.

Minimum time for 100% Predicted treatment time (min) (95% CI)
Temperature (°C) N (%) . )
suppression of D. seriata LTgs LTgg LTgg33 LTg9.09
65 78.3 120 92.7 1145 116.3 119.9

4.4.2.1 Thermal death curve and activation energy for D. seriata fungus

The thermal death time curve for D. seriata is plotted in Figure 4.3 (a). The fit was
obtained by linear regression and could be described by the equation log t=2.508-
0.0157T (R?*=0.9561), where t is the exposure time (min) and T is the temperature (K).
The z value obtained from the negative inverse of the slope of the curve was 3.9 °C and

the activation energy was 508 kJ/mol (Eq. 3).

Figure 4.3 (b) shows the Arrhenius plot for the impact of temperature on the
fungus inhibition percentage. The linear fit corresponded to the following equation: log
k=3.4518-1.6882x1/T*1000 (R*=0.8834), where k is the thermal death rate constant and
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T is the treatment temperature (K). The activation energy -obtained from the slope of the
regression equation using Eq. 4- in this case was 513 kJ/mol, very similar to that

calculated by previous procedure.

In the literature there are studies on the thermal stability of Agaricus bisporus
(Labus et al., 2015); of fungi in pizzas (Beigi et al., 2015); of Byssochlamys nivea and
Neosartorya fischeri ascospores, present in pineapple and apple juices (Da Rocha et al.,
2011; Evelyn et al., 2016); and of insects (Gazit et al., 2004; Hallman et al., 2005; Wang
et al., 2002; Yan et al., 2014). For instance, Yan et al. (2014) determined the thermal
death Kkinetics of insects under different heating conditions for the development of
treatment protocols and postharvest disinfection, and found that they follow a zero-order
kinetic model with a minimum activation energy of 505 kJ/mol in order to kill Sitophilus

oryzae, very similar to the thermal sensitivity of D. seriata.
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Figura 4.3 (a) Thermal mortality curve for D. seriata and (b) Arrhenius plot for temperature effects on
thermal death rates of D. seriata.
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4.4.2.2 Weibull model for D. seriata thermal death

The mortality curves at four different temperatures for D. seriata and their best fits
using non-linear Weibull model are depicted in Figure 4.4. The fit results are
summarized in Table 4.5. It can be observed that there is a trend in the decrease in the
shape parameter S as the temperature is increased, which is also evident for the scale
parameter a and the reliable life (tg) values. Although the most important drawback of
Weibull model is the lack of biological significance of its parameters, which limits their
application, it is worth noting that for exposure times of the same order of magnitude of
the scale parameter «, inactivation increased with decreasing o values, in good
agreement with the literature (e.g., (Dao et al., 2010)).

. -
o
P .
< o T=4C - .
(@) o T=50°C S VTN
o = N N
- A T=60°C N N
101 ¢ T=e5C DR
—— Weibull fit T=40°C - RN
- - -Weibull fit T=50 °C RY BB
-+« Weibull fit T=60 °C
- = Weibull fit T=65 °C b
_1.5 1 1 1 1 1 1 1
0 25 50 75 100 125 150
Time (min)

Figura 4.4 Survival curves of D. seriata at different temperatures in dry hot air as a function of the
exposure time and their corresponding Weibull fits

Tabla 4.5 Inhibition parameters for D. seriata mycelia from the fits of the Weibull model to the
inactivation curves.

Temperature (°C) a p tr MS R? p
40 106.781 1.460 189.078 0.468 0.973 0.00005
50 53.336 1.053 117.782 1.819 0.927 0.0001
60 38.215 0.833 104.030 2.279 0.855 0.0005
65 32.408 1.029 72.901 1.287 0.965 0.0012

According to the linear model, the time required to produce 100% mortality for D.

seriata at 65 °C was 120 min (or 93 min to 95%), whereas for the Weibull model a 90%
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reduction would be attained after 73 min, a value that again indicates that this pathogen
is more resistant and difficult to eradicate than Cylindrocarpon spp (Bleach et al., 2013;
Gramaje et al., 2010a). The heating rate may also have a significant effect on mortality
(Evans, 1987; Neven, 1998), since the species may undergo acclimatization to a
relatively slow warming and thus increase their thermotolerance. Further research so as

to evaluate this later aspect.

4.5 Conclusions

The thermal death of a particularly virulent grapevine pathogen associated with
black death arm disease, Diplodia seriata, has been studied by heat treatment with dry
air at temperatures in the 40 to 65 °C range, assessing exposure times ranging from 20 to
150 min. The results confirmed that inhibition increased with increasing treatment
temperature and holding times. The thermal death curves from the average values of the
two fungal isolates could be fit to a first-order reaction kinetic model (R>=0.923) or to a
Weibull model (R?=0.930), with very high significances in both cases (p < 0.001). From
the linear model parameters, lethal exposure times required to kill 95%, 99%, 99.33%
and 99.99% of the pathogen were estimated to be 92.7, 114.5, 116.3 and 119.9 min at
65°C, respectively. Moreover, an activation energy of 508 kJ/mol (very close to the
activation energy determined from the Arrhenius plot, 513 kJ/mol) and a z value of 3.9
°C were determined. On the other hand, Weibull model generally showed inhibition
curves with downward concavity (£ > 1), indicative of the fact that remaining fungus
became increasingly more damaged. According to this model, at 65°C, the time required
to kill >90% of the fungus (tg) would be significantly shorter: 72.9 min (R? of 0.965, p
<0.001).
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5.1 Abstract

The synthesis and characterization of composites of oligomeric chitosan with
propolis extract which allow the incorporation of a third component (silver
nanoparticles) are reported, together with their application in aqueous or hydroalcoholic
solutions with a view to the formation of adhesive substances or nanofilms for the
protection of vineyards against harmful xylophagous fungi. The antimicrobial properties
of the association of the two biological products or resulting from the incorporation of
silver nanoparticles (NPs) are studied and discussed. The efficacy of the chitosan
oligomers/propolis/silver NPs ternary system is assessed in vitro for Diplodia fungi. A
preliminary study on the convenience of replacing propolis with gentisic acid is also

presented.

5.2 Introduction

With regard to hybrid materials, there is a growing realization of the importance of
focusing on low-cost, environmentally-friendly biopolymers. The natural, biodegradable

and biocompatible chitosan (glucosamine polymer with f-1,4 bonds), formed by the
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alkaline N-deacetylation of chitin, is one the most promising candidates, due to its

ability to form films, transparency, non-toxicity, excellent adsorption features, etc. [1].

In addition, chitosan has been found to have antimicrobial properties [2,3], in
which the size of its oligomers plays a key role [4]. For example, heptamers and higher
oligomers induce an increase of pisatin, an antifungal substance from Pisum sativum L.
[5]. It has also been demonstrated that polymeric chitosan and chitosan oligomers induce
phytoalexins or antimicrobial compounds that help limit the spread of pathogens [6].
Chemical synthesis of different sizes of chitosan oligomers with specific biological
activity has been described by Kuyama et al. [7].

Several possible mechanisms have been proposed to explain the antibacterial
properties of chitosan: it is known that positively charged amine groups are capable of
interacting with the negatively charged bacterial cell membrane and, in addition,
chitosan may also bind to DNA, leading to inhibition of MRNA and proteins synthesis
[8].

On the other hand, other substances -such as propolis- are also known to have
antimicrobial properties and are extensively used in traditional medicine [9,10]. Propolis
is a natural resinous hive product collected by honeybees from various plant sources [11]
and which contains over 150 chemical species (such as coumarins, flavonoids,
polyphenols, phenolic aldehydes, sesquiterpene quinines, amino acids, and steroids)
[12]. Its strong antimicrobial activity may be due to the high content of total phenols and
flavonoids [9]. Propolis has also been found to have applications as an antioxidant and in
food preservation [13].

Silver nanoparticles have been deemed as one of the most promising antimicrobial
species from a nanotechnology-based approach, since their activity is very broad and is
well above that of raw silver. For example, silver ions can bind to negatively charged
bacterial peptidoglycan walls and can diffuse into bacterial cells and bind to DNA bases,
leading to bacterial death and/or inhibiting the replication and transcription processes
and preventing further bacterial production [14]. Moreover, the generation of reactive
oxygen species, which leads to nanotoxicity processes, is also a well-established

antimicrobial mechanism. The main disadvantages that limit the use of nanosilver are its
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ease of aggregation and the uncontrolled release of silver ions and their cytotoxicity
potential [15].

The combination of polymers and nanosilver may synergistically improve their
antimicrobial effects, and the use of in situ synthesis methods allows its incorporation
into the polymer matrix attaining uniform distributions and avoiding aggregation. We
herein report a facile synthesis procedure based on a sonochemistry approach for the
preparation of a new ternary composite material -which consists of chitosan oligomers,
propolis and silver NPs- and study its antimicrobial properties against Diplodia seriata
fungus.

It is known that the xylophagus fungi present in greater proportion and that
irremediably cause plant death of the vine are, firstly, Diplodia seriata, followed by
Phaeoacremonium aleophilum, Cylindrocarpon spp., Fomitiporia punctate Murrill,
Fomitiporia. mediterranea, Phaeomoniella chlamydospora, Botryosphaeria dothidea,
Stereum hirsutum and Eutipa lata [16]. This disease is considered highly virulent
because the infection is caused by fungi entry through wounds caused by vine pruning
[17-19].

In the literature, Prakongkha et al. [20] proposed the use of bare chitosan in
vineyards; Matei et al. reported that chitosan can inhibit Esca (a vine disease that
ravaged vineyards from Cognac to Bordeaux, France) mycelia growth by 90% [21]; and
Aziz et al. [22] successfully demonstrated that octameric chitosan oligomers doped with
copper sulfate can induce defense reactions of the vine and resistance to gray mold and
mildew. Other authors have assessed the antimicrobial properties for chitosan/nanosilver
[23-26]. Nonetheless, to the best of the authors’ knowledge, no studies have been
conducted on ternary composites. In this paper, we assess how the presence of chitosan
oligomers -to which phenolic compounds such as phenolic acids and/or flavonoids have
been incorporated- affords the composite with antioxidant and soluble compounds that
can interact to form chelates or bridges with inorganic species in aqueous solution, such
as silver NPs, leading to novel antimicrobial agents, without posing any danger to the
plant or to the substrate wherein the composite material is applied. The association of the
three components attempts to further improve the antimicrobial performance of their

active principles in comparison to their separate application.
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5.3 Materials and methods

5.3.1 Reagents and characterization equipment

Medium molar mass chitosan (CAS No. 9012-76-4) was purchased from Sigma
Aldrich Quimica SL (Madrid, Spain) and from Hangzhou Simit Chemical Technology
Co. Ltd (Hangzhou, China). Propolis came from Burgos region (Spain), in the Duero
river basin, and has a polyphenols and flavonoids content of ca. 10% wt/v. Silver nitrate
(CAS No. 7761-88-8) and malt extract agar (Ref. 105398) were supplied by Merck
Millipore (Darmstadt, Germany). Potassium methoxide solution (25 wt. % in methanol,
CAS No. 865-33-8) and ethanol (puriss. p.a., ACS reagent, CAS No. 64-17-5) were also
purchased from Sigma Aldrich Quimica SL. Gentisic acid (CAS No. 490-79-9) was
supplied by Shanghai Vincor BioEngineering Co. Ltd (Shangai, China). The isolated
Diplodia seriata mycelium (Y207 1-1c) was supplied by ITACYL (Castilla y Leon,
Spain).

An ultrasonic machine, model CSA 20-S500, 20 KHz has been used for solutions
sonication.

X-ray powder diffractograms of the samples were obtained using a Bruker D8
Advance Bragg-Brentano diffractometer, in reflection geometry.

Infrared spectra were recorded with a Thermo Nicolet 380 FT-IR apparatus
equipped with Smart Orbit Diamond ATR system, in order to identify the chemical
functional groups.

Optical absorption spectra of the silver NPs in the UV-VIS region were recorded
with a Shimazdu UV-2450 UV-Vis spectrophotometer.

Scanning electron microscopy (SEM) images were collected with a FEI - Quanta
200FEG equipped with a Genesis energy-dispersive X-ray (EDS) spectrometer system.
Transmission electron microscope (TEM) micrographs were collected with a JEOL
JEM-FS2200 HRP equipped with an Oxford instruments INCA Energy TEM 250 EDS
probe.

5.3.2 Culture media and activity assays
The fungicidal action of the products under study was tested in vitro using malt

extract agar (MEA) as a culture medium. In the study on the fungus, previously isolated
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Diplodia seriata mycelia (Y207 1-1c) were used, which had been replicated in Petri
dishes two weeks in advance at 25 °C. From the periphery of the pure culture, 7 mm
diameter disks were cut and then transplanted into Petri dishes prepared with MEA in
combination with one of the products under study (namely bare chitosan oligomers,
propolis, chitosan oligomers/propolis, chitosan oligomers/silver NPs and chitosan
oligomers/propolis/silver NPs). For the preparation of the base medium, 35 g of MEA
were dissolved in 750 mL of distilled water, to which 2 mL of antibiotic
(chloramphenicol) were added to prevent bacterial contamination, and the flasks with
the mixture were then sterilized in an autoclave at 100 °C for 45 min. For the control, the
culture medium “as-is” was placed in sterile Petri dishes (20 mL/dish) and allowed to
cool before replication of the Di. seriata fungal mycelia. To prepare the Petri dishes for
the different mixtures or combinations of chitosan oligomers/propolis/silver NPs, the
culture medium was cooled to 50 °C and, at this temperature, 1.5 mL of the different
solutions (see Table 5.1) were mixed with 18.5 mL of MEA and were poured into each
Petri dish.

Tabla 5.1 Composition of each of the solutions mixed with MEA for the antifungal activity tests

Solution Composition
1. Chitosan 20 mg of chitosan/1 mL of H,O
2. Propolis 50 mg of propolis/1 mL of H,O:ethanol (7:3)
3. Silver NPs 170 pg/1 mL of H,O
4. Chitosan oligomers/propolis 1:1 ratio of solution (1) and solution (2)
5. Chitosan oligomers/silver NPs 8:1 ratio of solution (1) and solution (3)
6. Chitosan oligomers/propolis/silver NPs 8:8:1 ratio of solutions (1), (2) and (3), respectively

The solutions were then allowed to cool down to room temperature (RT) prior to
replication of the fungus mycelia. Growth measurements were performed in triplicate.
The diameter of fungal growth was measured on a daily basis for 20 days, and the
inhibition percentage (IP) was calculated taking the pure MEA culture (control) as a

reference according to Eq. 1 [27]:

Inhibition percentage (%) = w x 100 [1]

mc
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where D¢ is the diameter of the mycelium in the control (pure MEA) and Dy is the

diameter of the mycelium of the sample mixed with one of the antimicrobial composites.

5.3.3 Synthesis of solutions and films of chitosan oligomers, chitosan
oligomers/propolis and chitosan oligomers/propolis/Ag NPs

5.3.3.1 Chitosan oligomers preparation

Chitosan oligomers aqueous solutions were prepared from a solution of
commercial medium-molar mass chitosan (with molar masses in the 190000-310000
g/mol range for the Sigma Aldrich product and with molar masses in the 140000-300000
g/mol range for the Hangzhou Simit Chemical Technology Co. product) in AcOH 2% at
pH 4-6. The hydrolysis was performed by stirring for 12 hours followed by 3-6
sonication periods (5 minutes each), at temperatures in the 30 to 60 °C range and with
H,0, concentrations ranging from 0.3 to 0.6 M, obtaining oligomers with molar masses
in the 6000 to 2000 g/mol range, respectively, in agreement with the analogous
microwave-based procedure reported by Sun et al. [28]. The molar mass of the chitosan
samples was determined by measuring the viscosity, in agreement with Yang et al. [29],
in a solvent of 0.20 mol/L NaCl + 0.1 mol/L CH3COOH at 25 °C using an Ubbelohde
capillary viscometer. Molar masses were determined using the Mark—Houwink equation
[M]=1.81x10"° M®>*3 [30].

The solutions were then decanted to remove any water insoluble material, were
allowed to rest till cloudiness was observed and were centrifuged to isolate the chitosan
oligomers. These were re-dissolved again in AcOH 0.5%, obtaining the solutions for the

assays.

5.3.3.2 Propolis extraction

The propolis solution was prepared by grinding raw propolis to fine powder and
subsequent extraction of the active ingredients by maceration in a hydro-alcoholic
solution 7:3 (v/v) for one week at room temperature. A hydro-alcoholic medium was

chosen over absolute ethanol because it results in wax-free tinctures containing higher
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amounts of polyphenolic substances [31]. The resulting solution was then percolated (1
L/min) and filtrated with a stainless steel 220 mesh to remove any residue, followed by
concentration at a temperature below 60 °C with ultrasound equipment to finally obtain

a clarified propolis extract.

5.3.3.3 Silver NPs preparation

Silver nanoparticles were prepared by a sonication method, without resourcing to
UV stabilization (used, for example, in [32]), as follows: an aqueous solution of AgNO3
(50 mM) was treated with sodium citrate (30 mM) and the resulting solution was cooled
and stirred at a temperature between 5 and 10 °C. Subsequently, it was deoxygenated
with an inert gas (N,) for over 30 minutes and the pH was adjusted between 7 and 8.
Polyvinylpyrrolidone was added to prevent the silver nanoparticles aggregation. A 10
mM solution of NaBH, (reducing agent) was then added dropwise: the first droplet made
the solution turn from colorless to yellowish and successive droplets led to an
intensification of the yellow color (care had to be taken so as to avoid an excess of
reducing agent, which would lead to a brownish color). After vigorous stirring for one
hour, the yellowish solution was sonicated for 3-5 minutes and then allowed to rest and

stabilize for at least 24 hours in a refrigerator at 5°C.

5.3.3.4 Binary and ternary solutions preparation

Chitosan oligomers/propolis solution was prepared by mixing the two components
ina 1:1 w/v ratio (Table 5.1), followed by sonication, obtaining a caramel colored gel or
precipitate, similar to that obtained by Mascheroni et al. [33] using an alternative
membrane-based procedure.

Ternary solutions were prepared by adding a mixture of propolis extract and silver
NPs solutions to the solution containing chitosan oligomers (Table 5.1). A few droplets
of a solution of potassium methoxide in methanol 25% were added to adjust the pH to 4-
6 (the methanol which results by hydrolysis is below 10 ppm, and at this concentration it
is innocuous to the fungi). The resulting solutions were stirred for 1 hour and sonicated
for 2-3 minutes, and remained clear. These solutions were mixed with MEA for the

activity assays.
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When a film was required (e.g., for SEM/TEM characterization), glyoxal 0.25%
v/v was added to facilitate the interaction and the pH was adjusted to 8-9. Upon stirring
and sonication, the solutions were allowed to rest for approximately 1 hour and gels
appeared at the bottom of the flasks. These materials were isolated from the solution,
were poured in polypropylene substrates [34], and dried under vacuum at 20 °C in dry
atmosphere, yielding films with thicknesses in the 0.3 to 0.6 mm range. Details on these
procedure have recently been the subject of a patent (Application No. ES P201431591;
filing date: 30/10/2014).

5.4 Results and discussion

5.4.1 Vibrational characterization
The ATR-FTIR spectra of commercial chitosan, chitosan oligomers, propolis,

chitosan oligomers/propolis binary composite and chitosan oligomers/propolis/silver
NPs ternary composite are depicted in Figure 5.1. The assigned characteristic FTIR

absorption bands derived from Figure 5.1 are summarized in Table 5.2.
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Figura 5.1 ATR-FTIR spectra of the chitosan- and propolis-based materials under study.
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Tabla 5.2 Assignment of FTIR spectra bands

Chitosan C_hitosan Propolis Chitosap/ Chitqsan/p ropolis/ Assignation
oligomers propolis silver NPs
3290 3285 3285 3300 v(OH) overlapped to vs(N-H) [35,36]
2970 2972 C-H bands of aromatic compounds
2930 2929 Vs(C-H) in -CH;, [35]
2867 - 2873 2873 vs(C-H) in -CH; [35]

v(-C=0) of the amide group CONHR
in chitosan [36,38] and v(-C=0) of

164
1646 1649 640 1707 flavonoids and lipids, found in
1598 . o
propolis [39] / aromatic ring
deformations [39]
1568 i 1554 1560 v(-C=0) protonated amld_e group [35]
S(NHs) protonated amine group
1417 1419 1404 1409 3(OH) [40]
1372 1375 1377 1373 S(-CHg) [41]
1334 1341 1333 Typical pr_opol.ls C-Oand C-OH
vibrations [39]
vg(-CH) tertiary amide [35]
1318 1317 i .
® (-CH,) + OH in-plane deformation
1284
1228 1260 v(C-0O-H) [35]
1152 1148 1150 1160 5(CO) in oxyger? bridge r_esultlng
from deacetylation of chitosan
1136 1133 Alkenes bands from propolis
(coumaroylglycerol) [42]
v(CO) of the ring C-O-H, C-O-C and
1060 1081 1078 1066 1084 CH,CO [35.39]
1038 1042 .
989 986 Bands from propolis
920 923 922 Bands from propolis
892 892 872 (C-H) of the saccharide structure
[35]
836 835 Band from propolis
646 656 Typical bands from binary and ternary
617 615 formulations

Analyses of both the binary chitosan-propolis formulation and the ternary
composite showed that the first band in the ATR-FTIR spectra was shifted to higher
wavelengths in comparison to the bare chitosan spectrum (from 3285-3290 to 3300
cm %) [35,36], suggesting that effective hydrogen bonding occurred between chitosan

and propolis. This interaction is an indicator of a synergy between the two products.
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Another significant feature for the ternary composite spectrum was an obvious
shift to 1700 cm™ of the band located at around 1650 cm ™, accompanied by an increase
in the intensity, proving the responsibility of chitosan amino group for silver
envelopment [36-39]. In the same way, the change in the OH band intensity in the
ternary composite spectra at 1409 cm™ (assigned to the OH deformation vibrations of
the secondary alcohols in the pyranose monomers) revealed that the hydroxyl groups
may have also participated in the stabilization of the silver nanoparticles via interaction
of Ag" with the electron abundant oxygen atoms of the hydroxyl groups of the chitosan.
These results are in agreement with those reported by Dusan et al. [40]. Moreover, the
increase in intensity of the band at 1380 cm * (attributed to CHs bending in NHCOCHj
group [41]) can also be attributed to interactions with silver NPs.

In the particular case of the band at 1133 cm™, characteristic of ester groups (-C-O
stretching) from propolis components [42], a change in the intensity of the band was also
observed, attributable to interactions with silver NPs.

Unassigned typical bands from binary and ternary formulations have been found at
around 650 and 616 cm™.

5.4.2 X-ray characterization
The X-ray diffraction study of the chitosan oligomers exhibits the expected broad
peaks at 20=10° and 26=20°, in good agreement with Kumar et al. [43] (Figure 5.2).
However, the peak observed for chitosan at 20=20° disappeared and the very broad peak
at 20=10° became weak in the chitosan-propolis sample. These results suggest that
chitosan has good compatibility, which leads to the formation of a composite with an

amorphous form, suitable for bio-applications [44].
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Figura 5.2 X-ray powder diffraction pattern for chitosan oligomers (solid line) and chitosan
oligomers/propolis composite (dashed line). The inset shows a photograph of the chitosan
oligomers/propolis film.

5.4.3 Silver NPs characterization

Silver nanoparticles were characterized by UV-Vis absorption, XRD and TEM
analysis, revealing the formation of highly pure, crystalline silver nanoparticles of ca. 30
nm (see subsection 5.4.4). The UV-Vis spectrum (Figure 5.3, left) showed the expected
intense surface plasmon resonance (SPR) band at around 420 nm [45]. The X-ray
powder diffraction pattern (Figure 5.3, right) matched well with the standard patterns of
silver (JCPDS No. 04-0783). All the peaks of the pattern can be readily indexed to face-
centered-cubic silver, where the diffraction peaks at 38.2, 44.5, 64.5 and 77.5° can be
ascribed to the reflection of (1,1,1), (2,0,0), (2,2,0), (3,1,1) planes, respectively.

1,1,1) —— Ag NPs

=] —

3 ]
= s
3 >
S =
8 2
S £ 2,20
38 = (220 (311
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Figura 5.3 UV-Vis spectrum (left) and X-ray powder diffraction pattern, smoothed with a Savitzky—Golay
10 pt. window filter (right).
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5.4.4 Textural properties
The texture of the ternary composite films has been studied by SEM and TEM.
The SEM micrographs (Figure 5.4, left) —similar to those reported by Moharram et al.
[26]- show the good homogeneity of the materials under study, while the TEM
micrograph (Figure 5.4, right) allows to estimate the size of the silver NPs, in the 24 to

35 nm range.

Figura 5.4 SEM micrographs (left) and TEM micrograph (right) of the ternary chitosan
oligomers/propolis/silver NPs composite.

5.4.5 Antifungal activity of chitosan
As noted above, the size of the chitosan chains has a significant impact on its
antimicrobial activity [4]. Consequently, prior to evaluating the different composites, a
first study was conducted only for chitosan. Two commercial medium molar mass
chitosan solutions were compared against the chitosan oligomers prepared according to
the procedure described in subsection 5.3.3.1. Whereas the chitosan oligomers led to
mycelia death, the fungus was able to grow in the culture media with medium molar
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mass chitosan (see Figure 5.5). Consequently, only chitosan oligomers have been used in
the studies described below.

80

—o— Medium weight chitosan (1)
70 | ---o--- Medium weight chitosan (2)
4 Chitosan oligomers

60 |
50 |
40t
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20}
10}
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Figura 5.5 Antifungal action of medium molar mass chitosan (from Sigma Aldrich (1) and from Hangzhou
Simit Chemical Technology Co. Ltd (2)) compared to that of chitosan oligomers.

5.4.6 Antifungal activity of the propolis, chitosan oligomers/propolis and
chitosan oligomers/propolis/silver NPs colloidal solutions against
Diplotia seriata fungus

The antifungal activity has been studied for the aqueous and hydro-alcoholic
mixtures of bare propolis, chitosan  oligomers/propolis and  chitosan
oligomers/propolis/silver NPs, assessing the influence of low alcohol concentrations (ca.
5%) on the mixtures and analyzing the growth diameter of the Diplodia seriata mycelia.
As indicated above, the assays have been conducted in triplicate biological repetitions,

and all the results are in average.

For bare propolis (see Figure 5.6 (a)), in presence of alcohol, the mycelium diameter
increased exponentially in an initial stage, with a slope change on the 7" day and
reaching its maximum diameter (77-78 mm) on the 13"/14™ day. When alcohol was
removed from the propolis extract by sonication, the activity of the fungus decreased,

showing a slower and progressive growth and reaching a maximum diameter of 22 mm.

When the chitosan oligomers/propolis composite (see Figure 5.6 (b)) was tested in

the presence of alcohol, exponential growth took place up to the 7" day, in which there
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was also a slope change and the growth started to be less pronounced. In comparison to
bare propolis, the antifungal activity was significantly enhanced, since the maximum
mycelium diameter in this case was 27 nm. Further, when alcohol was completely

removed, no fungal growth took place (and the diameter remained constant at 7 mm).

A similar behavior was observed for the chitosan oligomers/propolis/silver NPs
composites (Figure 5.6 (c)): in the presence of alcohol, there was an almost linear
increase in the mycelia diameter, reaching 41 mm, whereas in the absence of alcohol no
fungal growth occurred. It can thus be inferred that the antifungal activity of the material
with silver NPs was better than that of bare propolis, but worse than that of the binary
composite. Nevertheless, it is worth noting that the presence of silver NPs reduced the
standard deviation values and made the growth more linear (i.e., less logarithmic) in
comparison to the assays conducted for bare propolis or chitosan oligomers/propolis

composite in hydro-alcoholic medium.
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Figura 5.6 Antifungal action of the aqueous and hydroalcoholic media for bare propolis (a), chitosan
oligomers/propolis (b) and chitosan oligomers/propolis/silver NPs (c) composites.

A wider comparison (summarized in Figure 5.7), which also includes bare
chitosan (A) and chitosan oligomers/silver NPs mixture (D), further confirms previous
results: the presence of alcohol significantly favored the growth of the fungus. On the
contrary, when the alcohol was removed by sonication at a temperature lower than 60
°C, the fungus hardly grew for bare propolis (P) —which showed an inhibition percentage
of 75%— or did not grow when chitosan oligomers/propolis (B) or chitosan

oligomers/propolis/silver NPs (C) composites were used. Consequently, alcohol removal
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from the binary or ternary mixtures is essential so as to improve the antifungal activity
of these materials. This is in agreement with the findings of Zhao et al. [46], who
reported that a concentration of 0.5-2% ethanol stimulated the growth of fungi, since it

was partially used as a carbon source during fermentation.
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Figura 5.7 Inhibition percentage and growth diameter of the Diplodia seriata fungus mycelia for propolis
(P), chitosan oligomers (A), chitosan oligomers/propolis (B), chitosan oligomers/propolis/silver NPs (C),

chitosan oligomers/silver NPs (D) and control, in aqueous solutions (wo/ EtOH) and in hydroalcoholic
solutions (w/ EtOH).

5.4.7 Future lines of research: replacement of propolis with gentisic acid

Propolis polyphenols, such as gentisic acid (2,5-dihydroxybenzoic acid) or
homogentisic acid (2,5-dihidroxyphenylacetic acid), are known have antifungal activity
[47] and have been shown to increase the fungicidal activity of other chemicals (e.g.
fludioxonil, a phenylpyrrole fungicide) [48]. Further, they have a widespread
occurrence, being found in citrus fruits (Citrus spp.), grapes (Vitis vinifera), sesame
(Sesamum indicum), gentians (Gentiana spp.), etc., which are amongst the probable
floral origins of the Mediterranean propolis used in our study, in agreement to Gilgin et
al. [49]. Consequently, a preliminary assessment of the suitability of the former as a

replacement of propolis extract has been conducted.

As it is shown in Figure 5.8, pure propolis, pure gentisic acid and propolis: gentisic
acid (1:1) solutions (with concentrations of 30 mg/mL for the propolis solution; 30
mg/mL for the gentisic acid solution; 1:1 ratio of the two solutions for the
propolis:gentisic acid mixture, respectively) have been evaluated, and an improved

performance of gentisic acid over propolis has been evidenced. Thus, an identification of
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the propolis components and their separate antifungal activity study need to be

conducted in future research.
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Figura 5.8 Comparison of the antifungal activity of pure propolis, a propolis:gentisic acid mixture (1:1)
and pure gentisic acid. R1, R2 and R3 stand for 1%, 2" and 3" repetition.

5.5 Conclusions

The present work reports the synthesis by a facile chemical method of a composite
system consisting of a colloidal suspension of silver nanoparticles in a chitosan-propolis
biopolymer matrix. The materials have been characterized by X-ray powder diffraction
studies, FTIR vibrational spectroscopy, UV-Vis absorption spectroscopy and SEM and
TEM microscopies. With a view to the application of these solutions to the formation of
adhesive substances or nanofilms for the protection of vineyards against harmful
xylophagous fungi, the influence of low alcohol concentrations (ca. 5%) on the growth
diameter of the Diplodia seriata mycelia has been determined. The results are
conclusive on the need of alcohol removal to improve the antifungal activity of these
materials. Moreover, it is essential to use low molar mass chitosan oligomers, given that
their inhibitory activity is significantly higher than that of medium molar mass chitosan.
Finally, it is worth noting that further research is still required so as to evaluate the
separate activity of the different components of propolis, as evinced by the enhanced
antifungal behavior of gentisic acid in comparison to propolis, and on the synergistic

effect of the three components of the composite.

181



Synthesis of chitosan oligomers/propolis/silver-nanoparticles composite systems and
study of their activity against Diplodia seriata

Acknowledgments

This work was supported by funds from Junta de Castilla y Leon under project
VA233A12-1. The authors gratefully acknowledge the support of Dr. M. Avella
(Microscopy Unit, Parque Cientifico, Universidad de Valladolid) and of Dr. J.A. Paixdo
(CEMDRX, Universidade de Coimbra) with the SEM and TEM analysis and the XRD
measurements, respectively. Special thanks are due to Dr. M. T. Martin-Villullas

(ITACYL) for supplying the fungus mycelium.

182



Synthesis of chitosan oligomers/propolis/silver-nanoparticles composite systems and
study of their activity against Diplodia seriata

5.6 References

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

8]

[9]

M.N.V. Ravi Kumar, A review of chitin and chitosan applications, React. Funct.
Polym., 46 (2000) 1-27.
J. Rhoades, S. Roller, Antimicrobial Actions of Degraded and Native Chitosan

against Spoilage Organisms in Laboratory Media and Foods, Appl. Environ.
Microbiol., 66 (2000) 80-86.

L.Y. Chung, R.J. Schmidt, P.F. Hamlyn, B.F. Sagar, A.M. Andrew, T.D. Turner,
Biocompatibility of potential wound management products: fungal mycelia as a
source of chitin/chitosan and their effect on the proliferation of human F1000

fibroblasts in culture, Journal of biomedical materials research, 28 (1994) 463-469.

L.A. Hadwiger, T. Ogawa, H. Kuyama, Chitosan polymer sizes effective in
inducing phytoalexin accumulation and fungal suppression are verified with
synthesized oligomers, Molecular plant-microbe interactions : MPMI, 7 (1994) 531-
533.

D.F. Kendra, L.A. Hadwiger, Characterization of the smallest chitosan oligomer
that is maximally antifungal to Fusarium solani and elicits pisatin formation in

Pisum sativum, Experimental Mycology, 8 (1984) 276-281.

D.F. Kendra, D. Christian, L.A. Hadwiger, Chitosan oligomers from Fusarium
solani/pea interactions, chitinase/B-glucanase digestion of sporelings and from
fungal wall chitin actively inhibit fungal growth and enhance disease resistance,
Physiol. Mol. Plant Pathol., 35 (1989) 215-230.

H. Kuyama, Y. Nakahara, T. Nukada, Y. Ito, Y. Nakahara, T. Ogawa,
Stereocontrolled synthesis of chitosan dodecamer, Carbohydr. Res., 243 (1993) C1-
C7.

P.K. Dutta, S. Tripathi, G.K. Mehrotra, J. Dutta, Perspectives for chitosan based
antimicrobial films in food applications, Food Chem., 114 (2009) 1173-1182.

N. Nedji, W. Loucif-Ayad, Antimicrobial activity of Algerian propolis in foodborne
pathogens and its quantitative chemical composition, Asian Pacific Journal of
Tropical Disease, 4 (2014) 433-437.

183



Synthesis of chitosan oligomers/propolis/silver-nanoparticles composite systems and
study of their activity against Diplodia seriata

[10] V. Bankova, Recent trends and important developments in propolis research,
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2 (2005) 29-32.

[11] E. Ghisalberti, Propolis: a review, Bee World, 60 (1979) 59-84.

[12] M.C. Marcucci, Propolis: chemical composition, biological properties and
therapeutic activity, Apidologie, 26 (1995) 83-99.

[13] N. Kalogeropoulos, S.J. Konteles, E. Troullidou, I. Mourtzinos, V.T. Karathanos,
Chemical composition, antioxidant activity and antimicrobial properties of propolis
extracts from Greece and Cyprus, Food Chem., 116 (2009) 452-461.

[14] S. Shrivastava, T. Bera, A. Roy, G. Singh, P. Ramachandrarao, D. Dash,
Characterization of enhanced antibacterial effects of novel silver nanoparticles,
Nanotechnology, 18 (2007) 225103.

[15] A.R. Silva, G. Unali, Controlled silver delivery by silver—cellulose
nanocomposites prepared by a one-pot green synthesis assisted by microwaves,
Nanotechnology, 22 (2011) 315605.

[16] J. Grosman, Observatoire national et régional des maladies du bois: bilan et
perspectives de 4 années d'observations, in: Eurovity, Institut Francais de la Vigne
et du Vin, Angers, France, 2008, pp. 8-17.

[17] P. Larignon, J. Dupont, B. Dubos, L'esca de la vigne: Quelques éléments sur la
biologie de deux des agents associés: Phaeoacremonium aleophilum et
Phaeomoniella chlamydospora, Phytoma-La Défense des végétaux, (2000) 30-35.

[18] P. Larignon, B. Dubos, Le Black Dead Arm: maladie nouvelle a ne pas
confondre avec I'esca, Phytoma-La Défense des Végétaux, (2001) 26-29.

[19] B. Dubos, L. Cere, P. Larignon, R. Fulchic, Observation on black dead arm in
French vineyards, Phytopathologia Mediterranea, 40 (2001) 336-342.

[20] 1. Prakongkha, M. Sompong, S. Wongkaew, D. Athinuwat, N. Buensanteai,
Changes in salicylic acid in grapevine treated with chitosan and BTH against
Sphaceloma ampelinum, the causal agent of grapevine anthracnose, African Journal
of Microbiology Research, 7 (2013) 557-563.

184



Synthesis of chitosan oligomers/propolis/silver-nanoparticles composite systems and
study of their activity against Diplodia seriata

[21] P. Matei, B. lacomi, G. Dragan, Fungi associated with esca decline and their in
vitro control by chitosan, Scientific Papers, UASVM Bucharest, Series A, 53 (2010)
448-453.

[22] A. Aziz, P. Trotel-Aziz, L. Dhuicqg, P. Jeandet, M. Couderchet, G. Vernet,
Chitosan Oligomers and Copper Sulfate Induce Grapevine Defense Reactions and
Resistance to Gray Mold and Downy Mildew, Phytopathology, 96 (2006) 1188-
1194,

[23] C. Gu, H. Zhang, M. Lang, Preparation of mono-dispersed silver nanoparticles
assisted by chitosan-g-poly(e-caprolactone) micelles and their antimicrobial
application, Appl. Surf. Sci., 301 (2014) 273-279.

[24] P.T.S. Kumar, S. Abhilash, K. Manzoor, S.V. Nair, H. Tamura, R. Jayakumar,
Preparation and characterization of novel B-chitin/nanosilver composite scaffolds

for wound dressing applications, Carbohydr. Polym., 80 (2010) 761-767.

[25] L. Guo, W. Yuan, Z. Lu, C.M. Li, Polymer/nanosilver composite coatings for
antibacterial applications, Colloids Surf. Physicochem. Eng. Aspects, 439 (2013)
69-83.

[26] M.A. Moharram, S.K.H. Khalil, H.H.A. Sherif, W.A. Khalil, Spectroscopic study
of the experimental parameters controlling the structural properties of chitosan—Ag
nanoparticles composite, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, 126 (2014) 1-6.

[27] T. Acosta, A. Avellaneda, J. Cuervo, L. Sanchez, Evaluacion de microbiota de
tomillo (thymus Vulgaris), como aporte al manejo agroecologico de aromaticas en
invernaderos de la Universidad Nacional, in: Perspectivas del agronegocio de
hierbas aromaticas culinarias y medicinales, U. Nacional de Colombia, Bogota,
Colombia, 2007, pp. 135-138.

[28] T. Sun, D. Zhou, J. Xie, F. Mao, Preparation of chitosan oligomers and their
antioxidant activity, Eur. Food Res. Technol., 225 (2007) 451-456.

[29] Y. Yang, R. Shu, J. Shao, G. Xu, X. Gu, Radical scavenging activity of
chitooligosaccharide with different molecular weights, Eur. Food Res. Technol.,
222 (2005) 36-40.

185



Synthesis of chitosan oligomers/propolis/silver-nanoparticles composite systems and
study of their activity against Diplodia seriata

[30] G.G. Maghami, G.A.F. Roberts, Evaluation of the viscometric constants for
chitosan, Die Makromolekulare Chemie, 189 (1988) 195-200.

[31] R.G. Woisky, A. Salatino, Analysis of propolis: some parameters and procedures
for chemical quality control, J. Apic. Res., 37 (1998) 99-105.

[32] M. Montazer, A. Shamei, F. Alimohammadi, Synthesizing and stabilizing silver
nanoparticles on polyamide fabric using silver-ammonia/PVP/UVC, Prog. Org.
Coat., 75 (2012) 379-385.

[33] E. Mascheroni, A. Figoli, A. Musatti, S. Limbo, E. Drioli, R. Suevo, S. Talarico,
M. Rollini, An alternative encapsulation approach for production of active chitosan-
propolis beads, Int. J. Food Sci. Tech., 49 (2014) 1401-1407.

[34] E. Torlak, D. Sert, Antibacterial effectiveness of chitosan—propolis coated
polypropylene films against foodborne pathogens, Int. J. Biol. Macromol., 60
(2013) 52-55.

[35] S.M. Silva, C.R. Braga, M.V. Fook, C.M. Raposo, L.H. Carvalho, E.L. Canedo,
Application of Infrared Spectroscopy to Analysis of Chitosan/Clay
Nanocomposites, in: T. Theophanides (Ed.) Infrared Spectroscopy - Materials

Science, Engineering and Technology, InTech, 2012, pp. 43-62.
[36] M. Venkatesham, D. Ayodhya, A. Madhusudhan, N. Veera Babu, G.

Veerabhadram, A novel green one-step synthesis of silver nanoparticles using
chitosan: catalytic activity and antimicrobial studies, Applied Nanoscience, 4 (2012)
113-1109.

[37] W.I. Abdel-Fattah, A. Sattar M Sallam, N. Attawa, E. Salama, A.M. Maghraby,
G.W. Ali, Functionality, antibacterial efficiency and biocompatibility of
nanosilver/chitosan/silk/phosphate scaffolds 1. Synthesis and optimization of
nanosilver/chitosan matrices through gamma rays irradiation and their antibacterial
activity, Materials Research Express, 1 (2014) 035024.

[38] K. Vimala, Y.M. Mohan, K.S. Sivudu, K. Varaprasad, S. Ravindra, N.N. Reddy,
Y. Padma, B. Sreedhar, K. MohanaRaju, Fabrication of porous chitosan films
impregnated with silver nanoparticles: A facile approach for superior antibacterial
application, Colloids Surf. B. Biointerfaces, 76 (2010) 248-258.

186



Synthesis of chitosan oligomers/propolis/silver-nanoparticles composite systems and
study of their activity against Diplodia seriata

[39] J.R. Franca, M.P. De Luca, T.G. Ribeiro, R.O. Castilho, A.N. Moreira, V.R.
Santos, A.A.G. Faraco, Propolis - based chitosan varnish: drug delivery, controlled
release and antimicrobial activity against oral pathogen bacteria, BMC
Complementary and Alternative Medicine, 14 (2014) 478.

[40] D.K. Bozani¢, L.V. Trandafilovi¢, A.S. Luyt, V. Djokovi¢, ‘Green’ synthesis and
optical properties of silver—chitosan complexes and nanocomposites, React. Funct.
Polym., 70 (2010) 869-873.

[41] D. Zvezdova, Synthesis and characterization of chitosan from marine sources in
Black Sea, Annual Proceedings, "Angel Kanchev" University of Ruse, 49 (2010)
65-69.

[42] M.V.Butnariu, C.V. Giuchici, The use of some nanoemulsions based on aqueous
propolis and lycopene extract in the skin's protective mechanisms against UVA

radiation, Journal of Nanobiotechnology, 9 (2011) 3.

[43] S. Kumar, P. Dutta, J. Koh, A physico-chemical and biological study of novel
chitosan—chloroquinoline derivative for biomedical applications, Int. J. Biol.
Macromol., 49 (2011) 356-361.

[44] S. Kumar, J. Koh, Physiochemical, Optical and Biological Activity of Chitosan-
Chromone Derivative for Biomedical Applications, International Journal of
Molecular Sciences, 13 (2012) 6102-6116.

[45] V. Vilas, D. Philip, J. Mathew, Catalytically and biologically active silver
nanoparticles synthesized using essential oil, Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 132 (2014) 743-750.

[46] X.-M. Zhao, Z.-Q. Wang, S.-H. Shu, W.-J. Wang, H.-J. Xu, Y.-J. Ahn, M. Wang,
X. Hu, Ethanol and Methanol Can Improve Huperzine A Production from
Endophytic Colletotrichum gloeosporioides ES026, PLoS ONE, 8 (2013) e61777.

[47] B.Ren, B. Xia, W. Li, J. Wu, H. Zhang, Two novel phenolic compounds from
Stenoloma chusanum and their antifungal activity, Chem. Nat. Compd., 45 (2009)
182-186.

[48] M.P. Kabra, S.S. Bhandari, A. Sharma, M.K. Vaishnav, A review on gentisic

acid, Internationale Pharmaceutica Sciencia, 3 (2013) 29-36.

187



Synthesis of chitosan oligomers/propolis/silver-nanoparticles composite systems and
study of their activity against Diplodia seriata

[49] I. Giilgin, E. Bursal, M.H. Sehitoglu, M. Bilsel, A.C. Goren, Polyphenol
contents and antioxidant activity of lyophilized aqueous extract of propolis from
Erzurum, Turkey, Food Chem. Toxicol., 48 (2010) 2227-2238.

188



RESUMEN DE RESULTADOS

6 RESUMEN DE RESULTADOS

189



RESUMEN DE RESULTADOS

6.1 Resumen de resultados

En esta Tesis Doctoral se han evaluado métodos de control para resolver el
problema de una planta enferma, métodos preventivos para la higienizacion de los
residuos viticolas de la poda de la vid mediante proceso de compostaje y métodos de
control curativo por termoterapia. Aparte y de modo complementario, se ha abordado la
sintesis y caracterizacion de nuevos materiales o bioproductos (quitosano/
propoleo/nanoplata) que pueden ser utilizados como antifingicos para las enfermedades
de la madera de la vid. Estos estudios nos han reportado unos resultados prometedores
tanto en la higienizacion de los nuevos preparados a base de nanoparticulas como en el
control de hongos patdgenos.

En el presente capitulo se expone un resumen de los resultados recogidos en las
publicaciones en curso, presentados de modo organizado a fin de hacer visible el hilo
conductor de los mismos en relacion con el marco de referencia y los objetivos
programados.

Los resultados de la primera parte de la Tesis Doctoral, recogidos en el articulo
cientifico 1 (“Hygienization and control of Diplodia seriata fungus in vine pruning
waste composting and its seasonal variability in open and closed systems” -
“Higienizacion y control del hongo Diplodia seriata en restos de la poda de la vid y su
variabilidad estacional en compostaje abierto y cerrado” son relativos a los dos
primeros objetivos sefialados en la hip6tesis de investigacion.

Los resultados correspondientes al objetivo 1.1, conciernen el estudio en el tiempo
(dias) del proceso de higienizacién del hongo Diplodia seriata en compostador abierto y
cerrado y muestran que aquel es funcion de una serie de parametros fisicos-quimicos del
proceso de compostaje (temperatura, humedad, aireaciéon, pH) y de la variacion
estacional (primavera, verano e invierno). Para ambos reactores encontramos
correlaciones significativas apreciables entre la temperatura y la humedad solo para la
estacion de verano pudiendo referir las fluctuaciones observadas, de acuerdo con Zhu
(2006) (DOI: 10.1016/j.biortech.2005.08.011), a la temperatura ambiental. Las
correlaciones resultan mas significativas para la pila (p<0,01) que para el biodigestor

cerrado (p<0,05) probablemente debido al mayor contenido en humedad al principio del
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proceso (47% vs. 41%). Benito et al 2006 (DOI: 10.1016/j.biortech.2005.09.011),
operando con sarmientos de poda de vid compostados en pila abierta junto con follaje,
encuentran también diferencias significativas cuando se opera en verano Yy
probablemente debido a la diferencia de lixiviaciéon de sales solubles como resultado de
las precipitaciones.

El abordaje del objetivo 1.2 ha proporcionado como resultado evidenciar la
eficiencia del proceso de compostaje en funcidn del nivel de temperatura alcanzado en la
fase termofilica. Se ha observado que tanto en la pila como en el biodigestor cerrado no
existe una clara delimitacion entre las fases mesofilicas (10-40°C) y termofilica (40-
75°C) ya que las dos fases ocurren secuencialmente (Schloss et al., 2003), pero mientras
la pila precisa de diez dias para alcanzar la fase termofilica y con pérdida continua de
humedad, el biodigestor cerrado lo hace en cinco dias y con una temperatura de 75°C y
humedad (40-50 %). ElI mejor rendimiento del biodigestor cerrado se logra por la
aireacion forzada en comparacién con la pila abierta donde es necesario un volteo para

reactivar el proceso de compostaje.

Las investigaciones dirigidas a los objetivo 1.3 y 1.4 han permitido determinar
cuantitativamente la influencia de los parametros relativos al sustrato utilizado en el
compostaje, con especial referencia a la relacion C/N, pH y conductividad eléctrica
(CE). Partiendo del hecho conocido de que para un buen proceso de compostaje se
precisa una relacion C/N es de ca. 30 (Jhorar et al., 1991) en la mezcla inicial de
materias organicas, hemos utilizado los residuos lignocelulésicos como agente
estructurante y el estiércol de gallina como material organico nitrogenado, consiguiendo
como resultado una mezcla con relacion C/N = 45). Segln Jeris y Regan (1973), en la
practica, el valor de la relacion C/N puede ser un poco mas elevado que el sugerido
debido a la existencia de carbono en formas resistentes como celulosas y ligninas no
utilizadas por los microorganismos, valido para nuestro caso. Se observa que en la
mezcla gallinaza/sarmientos con una relacion 2:1 en seco, el intervalo de trabajo para la
pila abierta (C/N 14-22) y para el biodigestor cerrado (C/N 12-20) se encuentran dentro
de los intervalos de un compost ideal (de acuerdo con Rosen et al., 1993). En nuestro
disefio de la mezcla de compostaje hemos contado con el precedente exitoso de

Bustamante et al. (2012, 2015) quienes, al utilizar mezclas de estiércol de vacuno y
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purinas de cerdo con los sarmientos de la poda de la vid, observaron la higienizacion del
material por inactivacion de Fusarium oxysporum debido a las altas temperaturas
alcanzadas. Otros pardmetros como el pH y la conductividad eléctrica apenas fluctuan en
las diversas estaciones (pH, entre 8 y 8.5; y CE , entre 1.3 y 1.8 dS/m), tipicos de

compost maduros e indicativos de productos de calidad (Moreno and Moral, 2008).

De especial interés son los resultados concernientes al objetivo 1.5 de la hipotesis
investigadora, relativo al estudio de los parametros bioldgicos (indice de germinacién, %
de hongos y bacterias) y la calidad del compost (contenidos en nutrientes y metales
pesados). En relacién al valor del indice de germinacion (1G%), hemos obtenido valores
mayores en la pila abierta que en el biodigestor cerrado, y algo superior en verano (D2:
209,51 %). Los valores medios de este indice al final de proceso de compostaje (D1:
113.23% y D2:141.45%) resultan mas elevados que para el inicio del proceso (D1:
108.78% y D2: 116.62%), considerado un compost maduro y sin la presencia de
sustancias fitotoxicas, para valores del IG% superio a 60% conforme con Zucconi et al.
(1981). Comparando la pila abierta con el biodigestor cerrado sobre el contenido en
nutrientes del producto fertilizante elaborado se observa que en ambos casos pueden ser
clasificados como clase A, segun el Anexo V de Real Decreto espafiol 506/2013, del 28
de junio (que transpone Reglamento (CE) N° 2003/2003 de fertilizantes y sus
modificaciones posteriores) ya que ningin elemento supera los limites maximos
establecidos en metales pesados en solidos (mg/kg) de materia seca (Canarutto et al.,
1991; Garcia et al., 1991). No obstante, los contenidos de Cu y de Zn en el compost se
encuentran en el valor limite superior para fertilizantes de la clase A (Cu: 70 ppmy Zn:

200 ppm) debido a que proceden de la gallinaza utilizada como substrato.

La investigacion sobre el objetivo 1.6, relativo a la determinacion de la velocidad
de desaparicion del hongo Diplodia seriata con el tipo de compostaje, en diferentes
estaciones y para los parametros fisico-quimicos mas arriba mencionados, ha dado lugar
a resultados con especial aplicacion practica. La higienizacion del compost del
biodigestor cerrado se consigue en menos tiempo y resulta un proceso mas efectivo que
el de la pila abierta, independientemente de la variabilidad estacional. Del estudio de las
asociaciones entre la desaparicion del hongo patégeno D. seriata frente a diferentes

parametros fisico-quimicos del proceso de compostaje se obtiene una correlacion inversa
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entre el porcentaje de desaparicion y el incremento de la temperatura, en las tres
estaciones del afio. EI mejor resultado (R?=0,082, p<0,001) se obtiene cuando se opera
en pila de verano, debido a la mayor temperatura de la estacion (R*= 0.832, p<0.001).
Aunque con menor significatividad, también se obtienen buenos resultados para las
correlaciones entre desaparicion del hongo y humedad (R%= 0, 552, p=0,034), pH (R*=
0, 518, p=0,003), CE (R?*= 0,428, p=0,011) y otros hongos (R?*= 0, 508, p=0,004).
Nuestros resultados han sido comparados con los de Dunkley (2011) sobre Ia
efectividad del proceso de compostaje, en pila abierta y durante el periodo de verano, a
efectos de inhibicion de los microorganismos patdgenos presentes.

En relaciébn con otros microorganismos que interviene en el proceso de
compostaje, se observa que en el biodigestor cerrado hay un menor contenido de hongos
y bacterias que en la pila abierta e independientemente de la estacion del afio: el
contenido de hongos y bacterias en pila en verano es del 85% mientras que en un
biodigestor cerrado discontinuo su contenido se reduce a la mitad (40%). Es preciso
tener en consideracion que al ser el biodigestor un dispositivo totalmente cerrado, no

existe la posibilidad de contaminacion externa (Sanchez et al., 2008).

Los resultados correspondientes a la segunda parte de las investigaciones
realizadas (recogidos y glosados en el articulo cientifico 2 titulado “Thermal death
Kinetics of Diplodia seriata fungus inoculated in vitro in vine shoots pruning ”-
“Cinética de muerte térmica in vitro de hongos inoculados de Diplodia seriata en
sarmientos de la poda de la vid” también son expuestos en relacion con los objetivos
especificos establecidos:

En relacion con el objetivo 2.1 y una vez investigada la idoneidad de la aplicacion
del tratamiento térmico con aire caliente sobre la inhibicion de dos in6culos del hongo
Diplodia seriata, asociado a la enfermedad del brazo muerto en vifiedo (black dead arm
— BDA) hemos hallado que: cuando se trabaja con temperaturas entre 40 y 65°C, en una
atmosfera de aire caliente por conveccién y a diferentes tiempos de permanencia entre
20 y 150 min, se consigue una inhibicidon gradual y significativa del crecimiento
miceliano, siendo los niveles de significatividad algo mayores (p<0,01) para el aislado

Y207-1-1c que para el Y84-1-1la (p<0,05). Estudios anteriores sobre Cylindrocarpon
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spp. en bafios de agua caliente de 50°C durante 30 min habian concluido la necesidad de
efectuar tratamientos a mayores temperaturas para reducir la incidencia del patdégeno
(Crous et al.,2001; Edwards et al., 2004; Fourie & Halleen, 2004; Gramaje et al. 2009,
Waite & May, 2005; Halleen et al., 2007a). También Bleach et al. (2009) sugirieron la
conveniencia de utilizar temperaturas mas altas para eliminar totalmente las infecciones
que se producen cuando el patdgeno se introduce en la madera de esquejes de 1 afio. En
la linea de las anteriores observaciones podemos precisar que el hongo D. seriata tiene
una mayor termotolerancia que la enfermedad del pie negro (Cylindrocarpon spp) y que
se debe operar a 65°C durante dos horas (120 min) para una total higienizacion con
tratamientos con aire caliente.

Los resultados sobre los objetivos 2.2 y 2.3, fruto de las investigaciones sobre
modelos cinéticos de muerte térmica para el hongo D. seriata se concretan en los
relativos a un modelo lineal y al modelo de Weibull. Los resultados de las curvas de
muerte térmica de los valores medios de los dos aislados de D. seriata siguen un modelo
de cinética de reaccion de orden-1, con valores altos de R tanto para el modelo lineal
(0.923) como para el modelo de Weibull (0.930) y significatividades también altas
(p<0.001) en ambos casos. Asimismo, la determinacion de la constante de velocidad de
muerte térmica k a diferentes temperaturas y los valores de la pendiente ¢ permiten
advertir como el valor de k crece con el incremento de la temperatura y el de ¢ decrece.

De especial importancia, dentro del estudio de la cinética de muerte térmica, son
los resultados sobre estimacién de los tiempos letales para matar el 95%, 99%, 99.33% y
99.99% de los microorganismos a 65°C: 92.7, 114.5, 116.3 y 119.9 min,
respectivamente. Otros datos obtenidos han sido el valor de la energia de activacion (508
kJ/mol) y el valor z (3.9°C). A titulo comparativo, con el modelo de Arrhenius la energia
de activacién que resulta es muy similar, 513 kJ/mol.

El tratamiento segun el modelo Weibull muestra curvas de inhibicién con
concavidad hacia abajo (p>1) y para 65°C, el parametro de escala a es de 32.4 min. En
la bibliografia se dispone de estudios de estabilidad térmica de Agaricus bisporus
(Labusa et al 2015), hongos en pizzas (Beigi et al, 2015), ascosporas Byssochlamys
nivea y Neosartorya fischeri, de muy alta resistencia térmica, presentes en jugos de

pifias y de manzana (Ferreira et al. 2010 y Evelyn et al 2016); e insectos (Gazit et al.,
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2004; Hallman et al., 2005, Wang et al., 2002, Yan et al., 2014). Por ejemplo, Yan
(2014) determind la cinética de muerte térmica de insectos bajo diferentes condiciones
de calentamiento para el desarrollo de protocolos de tratamiento de desinfeccion post-
cosecha y encuentr6 que seguia un modelo de reaccion cinética de orden 0 y que la
minima energia de activacion necesaria para matar a Sitophilus oryzae era 505 kJ / mol
(unresultado muy similar a la sensibilidad térmica de D. seriata).

Las investigaciones sobre el objetivo 2.4 sobre tratamiento térmico (temperatura-
tiempo) han conducido a la observacion de que, siguiendo el modelo lineal, el tiempo
para producir el 100% de mortalidad de D. seriata a una temperatura de 65°C es de 120
min (o de 93 min para el 95%) mientras que con el modelo de Weinbull la reduccion al
90% se consigue a los 73 min. Ambos resultados se sensibilidad térmica muestran que
D. seriata es mas resistente y dificil de erradicar que Cylindrocarpon spp. (Gramaje et
al, 2009 y Bleach et al. 2013). La velocidad del calentamiento también puede tener un
efecto importante en la mortalidad (Evans, 1987; Neven, 1998) ya que la especie puede
experimentar una aclimatizacion a una velocidad de calentamiento relativamente lenta y
aumentar su termotolerancia.

La mejor alternativa para una correcta higienizacion del material vegetal de la vid
es la combinacién de diferentes estrategias de control (Augusti Bisach et al. 2015), y
efectuar estudios de curvas de muerte térmica sobre inéculos de hongos de la familia
Botryosphaeriaceae para conocer con precision como desinfectar el material de
propagacion en viveros (Laukart et al. 2001, Fourie y Halleen, 2004b).

El grupo de resultados asociados a la tercera parte de la presente Memoria,
descritos y comentados ampliamente en el articulo cientifico 3 (“Synthesis of chitosan
oligomers/propolis/silver nanoparticles composite systems and study of their activity
against Diplodia seriata” — “Sintesis del material compuesto ternario oligomeros de
quitosano/propoleo/nanoplata y estudio de su actividad contra Diplodia seriata ”) y que
responden a los objetivos especificos 3.1, 3.2 y 3.3, han sido resumidos como sigue:

Se ha obtenido la sintesis de nuevos composites binarios y ternarios de aplicacion
contra Diplodia seriata. Los primeros fueron obtenidos mediante técnicas de dopado con
glioxal y sonicacion. Utilizando glioxal observamos que el proceso de unidn es

inmediato (menos de 1 hora), mientras que cuando se usa glicerina se tarda varias horas
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(incluso dias). Con la sonicacion se consigue una activacion del proceso de
entrecruzamiento en un periodo maximo de 1 minuto (aunque variable dependiendo de
factores como temperatura, pH, tiempo de agitacion y concentracion de las soluciones).

La caracterizacion de los materiales componentes del composite anterior y de los
que resultan de mezclas binarias y ternarias ha sido obtenida utilizando tecnologias de
ATR-FTIR, UV-vis, difraccion de X-Ray y espectrofotometria SEM y TEM. Asi, para la
mezcla binaria quitosano/propoleo, el desplazamiento de las bandas ATR-FTIR hacia
longitudes de onda mas altas en comparacion con el espectro para el quitosano solo
(desde 3285-3290 hacia 3300 cm™) (Silva et al., 2012 and Venkatesham et al., 2012) han
permitido evidenciar que, aunque el propoleo no reacciona con quitosano para formar un
nuevo compuesto, existe suficiente interaccion para justificar una sinergia entre los dos
productos. Para la combinacion ternaria quitosano/propoleo/nanoplata hubo un cambio
obvio a 1700 cm™ de la banda situada en torno a 1650 cm™, acompafiado por un
aumento en la intensidad, lo que demuestra la responsabilidad del grupo amino de
quitosano en su enlace con plata (Venkatesham et al., 2012 and Franca et al, 2014). Los
grupos OH del quitosano también participan en la estabilizacion de las nanopariculas, de
acuerdo con lo sefialado por Boani¢ et al. (2010). En el caso particular de la banda
caracteristica de los grupos éster (-C-O) de los componentes de prop6leos (Butnariu and
Giuchici, 2011) hay un cambio en la intensidad de la banda, atribuible a la interaccion
con nAg. Bandas tipicas no asignadas a formulas binarias y ternarias se han encontrado
alrededor de 650 y 616 cm™ de intensidad. En la caracterizacion de las particulas de
nanoplata en el composite, utilizando el espectro UV-vis se ha encontrado el pico
caracteristico de aquellas a 420 nm (Vilas et al., 2014); y por comparacién del espectro
TEM con el patron de XRD (JCPDS numero 04,0783) se ha constatado la cristalinidad y
la pureza de las nanoparticulas. La textura de la pelicula del grupo ternario muestra una
buena homogeneidad de los materiales determinada tanto por la micrografia SEM como
por TEM, al igual con Moharram et al (2014).

El ultimo de los resultados, concerniente al efecto de la actividad antimicrobiana
de los componentes individuales y en conjunto sobre los indculos de Diplodia seriata, es
una observacion particular pero de gran importancia sobre la influencia de la remanencia

de alcohol en el extracto de propdleo (ca. 5%): el contenido alcohdlica residual conlleva
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un menor efecto de inhibicibn para las muestras con propoleo (Pl 8%),
quitosano/propoleo/plata (Pl 52%) y quitosano/propoleo (63%). Las muestras sin trazas
de alcohol removido del extracto de propoleo por sonicacion exhiben la deseada

actividad microbiana (Pl 100%) para todos los productos aplicados.
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7.1 CONCLUSIONES GENERALES

De los resultados obtenidos del presente estudio sobre ‘“Higienizacion de
sarmientos de la poda de vid mediante métodos térmicos y biofungicida” se han

elaborado por capitulos las siguientes conclusiones:

En relacion con el articulo cientifico 1 “Higienizacion y control del hongo
Diplodia seriata en restos de la poda de la vid y su variabilidad estacional en

compostaje abierto y cerrado”.

Primera: se propone un método de biodegradacion en fase sélida de residuos de
sarmientos y restos de poda de vides afectadas por varios hongos, con fines de
higienizacion y se destaca su efectividad para Diplodia seriata. Se trata de un proceso de
compostaje de mezclas de estiércol de gallina con los residuos citados (2:1 en peso) en

pilas abiertas y biodigestores cerrados.

Segunda: se describen las condiciones operativas que conducen a la optimizacion del
proceso: temperatura, 75°C; humedad inicial, 40-50%; pH, 7-9.5; conductividad
eléctrica, 1-3.5 dS/m; y cociente C/N ratio, 14-22.

Tercera: se destacan las diferencias en efectividad de los sistemas de procesado:
mientras en pilas abiertas el control de Diplodia seriata precisa 10 dias y hasta 35 mas
para conseguir la inhibicidn total, en biodigestores cerrados el hongo desaparece al cabo
de 3-4 dias.

Cuarta: ha sido puesto en evidencia el impacto de la estacionalidad sobre la eficacia de
los procesos de control e inhibicion, observandose que su mayor significatividad para D.

seriata se produce en el verano y trabajando en pilas abiertas.

En relaciéon con el articulo cientifico 2 “Cinética de muerte térmica in vitro de

hongos inoculados de Diplodia seriata en sarmientos de la poda de la vid” .
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Quinta: se propone, como alternativa o complemento del tratamiento anterior, la
sanitizacion térmica de los sarmientos y residuos de poda colonizados por D. seriata 'y se
plantea la utilidad de la realizacion de estudios de muerte térmica de sus inoculos a
diferentes temperaturas en un incubador de aire seco, confirmando que la inhibicidn

aumenta como funcion de la temperatura y del tiempo de exposicion

Sexta: se describen las cinéticas de las curvas de supervivencia de D. seriata mediante
los modelos de Primer-orden y Weibull, obteniendo valores de R2 y significatividad
elevados para ambos. De acuerdo con el modelo de Primer orden, el tiempo requerido
para alcanzar a 65°C un 100% de mortalidad es de 120 minutos (o de 93 minutos para
llegar al 95%) mientras para el modelo de Weibull una reduccion del 90% es obtenida

después de 73 minutos.

En relacion con el articulo cientifico 3 “Sintesis de composite de oligomeros de

quitosano/propoleo/nanoplata y el estudio de su actividad contra Diplodia seriata”.

Séptima: se propone la aplicacion de soluciones acuosas e hidroalcohdlicas de mezclas
ternarias de oligdbmeros de quitosano/propdleo/nanoparticulas de plata con vista a la
formacion de sustancias adhesivas o nanopeliculas que confieran proteccion a las vides

frente a hongos xiléfagos. Se destaca su eficacia para el tratamiento de D. seriata.

Octava: se determina la influencia que bajas concentraciones de alcohol (ca. 5%) sobre
el diametro de crecimiento del micelio de D. seriata. Los resultados son concluyentes
sobre la necesidad de eliminar el alcohol para mejorar la actividad antifingica de estos

materiales.

Novena: se destaca el papel de la molecularidad del quitosano utilizado sobre la
efectividad fungicida de las mezclas ternarias y se recomienda la conveniencia de
utilizar oligdbmeros de quitosano de bajo peso molecular toda vez que su actividad

inhibitoria es significativamente mayor que la de quitosano de masa molecular media.
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GENERAL CONCLUSIONS

From the results obtained in this study on the “Hygienization of pruned grapevine
shoots through thermal methods and biofungicides”, the following conclusions can be

drawn from each chapter:

With regard to the first article on the “Hygienization and control of
Diplodiaseriata fungus in vine pruning waste composting and its seasonal variability in

open and closed systems”:

First: A biodegradation method in solid phase for pruned vine shoots and pruning
waste infected by various fungi -aimed at achieving their hygienization-has been
proposed, placing emphasis on its effectiveness against Diplodiaseriata. It consists of a
composting process of poultry manure with aforementioned pruning waste (2:1 ratio in

weight) in open piles and closed biodigesters.

Second: The operative conditions that result in the process optimization have been
described:temperature (75 °C), initial humidity (40-50%), pH (7-9.5), electrical
conductivity (1-3.5 dS/m) and C/N ratio (14-22).

Third: The dramatic differences in terms of efficiency of the different processing
systems have been stressed: whereas in open piles it takes 10 days to control
Diplodiaseriataand 35 additional composting days to achieve full inhibition, in closed

biodigesters the fungus entirely disappears within the first 3-4 days.

Fourth: The impact of the seasonal variability on the efficiency of the control and
inhibition processes has been evidenced, observing that the highest significance for D.

seriata occurs in the summer for open piles.

In relation to the second article on “Thermal death kinetics of Diplodiaseriata

fungus inoculated in vitro in pruned vine shoots”:
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Fifth: As an alternative or supplementary treatment to that discussed above, a
thermal sanitization of the pruned vine shoots and pruning waste infected by D.
seriatahas been proposed, discussing the utility of conducting studies on the thermal
death kinetics of its inocula at different temperatures in a dry air incubator and

confirming that inhibition increases as a function of temperature and exposure time.

Sixth: The thermal death kinetic curves of D. seriatahave been described using
first order and Weibull models, obtaining high R? and significance levels in both cases.
According to the first-order model, the time required to reach 100% mortality at 65 °C is
120 min (or 93 min to 95%), whereas for the Weibull model a 90% reduction is attained

after 73 min.

As regards to the third article on the “Synthesis of chitosan
oligomers/propolis/silver-nanoparticles composite systems and study of their activity

against Diplodia seriata”:

Seventh: The application in aqueous or hydroalcoholic solutions of ternary
mixtures of chitosan oligomers/propolis/silver nanoparticles -with a view to the
formation of adhesive substances or nanofilms for the protection of vineyards against
harmful xylophagous fungi-has been proposed, emphasizing its effectiveness for the

treatment of D. seriata.

Eighth: the influence of low alcohol concentrations (ca. 5%) on the on the growth
diameter of the Diplodiaseriata mycelia has been determined.The results are conclusive

on the need of alcohol removal to improve the antifungal activity of these materials.

Ninth: The key role of chitosan molecularity on the antifungal effectiveness of
the ternary mixtures has been highlighted, recommending the use of low-weight chitosan
oligomers, provided that their inhibitory activity is significantly higher than that of

medium molar mass chitosan.
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