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I.RESUMEN

1. RESUMEN:

Debido a todos los los problemas de salud publica y repercusiones medioambientales
generados por el uso de agroquimicos durante todo el desarrollo del cultivo, y a la
adiciéon de conservantes quimicos a los productos alimenticos, se necesita el desarrollo
de productos naturales altamente eficaces en el control biologico de enfermedades en
vegetales, frutas y producto seco (grano), que no provoquen efectos secundarios en los
seres Vvivos, ni en el entorno, que garanticen la seguridad alimentaria y que provengan
de fuentes renovables como son las plantas.

Los aceites esenciales son sustancias naturales que contienen los vegetales, con fuerte
bioactividad debido a los componentes aromaticos que continen y que les proporcionan
diversas y variadas funciones como atraer (polinizadores) o repeler insectos,
protegerse del calor o el frio, incluyendo la inhibicion del crecimiento de
microorganismos patdgenos como bacterias, virus y fungicos vegetales.

En este trabajo se decidié probar la actividad antifungica de tres aceites esenciales
siendo estos citronela, melisa y sandalo, contra cinco hongos descomponedores de los
alimentos como son Alternaria, Aspergillus, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y
Penicillium como posible herramienta de control bioldégico en postcosecha.

Para ello se realizaron pruebas in vitro donde se probd6 la capacidad de los aceites
esenciales para reducir el crecimiento micelial en medio artificial PDA y los resultados
fueron positivos para citronela y sandalo a partir de dosis de 300 ppm o 1500 ppm,
mientras que el aceite esencial de melisa solo funcioné frente a Alternaria a partir de
1500 ppm.

Las pruebas realizadas en naranjas no fueron concluyentes, no se pudo demostrar su
eficacia como protectores postcosecha, aunque si hubo algun leve efecto inhibitorio con
aceite de sandalo en Botrytis cinerea y Penicillium. Se debe seguir trabajando en el
método de aplicacion y en el establecimiento de un protocolo comun generalista a
seguir, para posteriores comparaciones entre trabajos.

Respecto a la capacidad germinativa de las esporas y por ende, la capacidad natural de
infectar nuevas plantas, nuevos frutos, también se ve reducida por el efecto de los
aceites esenciales principalmente con Penicillium.

La novedad de este trabajo ha sido utilizar aceite esencial de sandalo y observarlo por
primera vez frente a patégenos descomponedores de alimentos, tanto in vitro, en placa
PDA, como en naranjas, siendo el unico aceite de los tres ensayados que presentd un
control efectivo en Botrytis cinerea y Penicillium en postcosecha. Se deben hacer
ensayos sobre la bioactividad de este aceite en los microorganismos vegetales ya que
no hay bibliografia disponible al respecto y los resultados preliminares obtenidos con
fungicos son muy alentadores.

Los aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo presentan posibilidades como
compuestos bioactivos para el control eficiente de patdgenos fungicos vegetales.

Se pretende con este estudio, apoyar, contribuir con los datos obtenidos, al uso de
sustancias naturales como protectores alimentarios y conservadores de productos
perecederos o almacenados contra los hongos necrotrofos como una herramienta
eficaz y sostenible, contribuyendo con ella a un beneficio ecosistémico
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Il. INTRODUCCION

2. INTRODUCCION:

En agricultura, los hongos fitopatdgenos entre otros microorganismos patolégicos, son
causantes de enfermedades pre y postcosecha en cultivos de cereales, leguminosas,
hortalizas y frutas principalmente, siendo responsables de cuantiosas pérdidas
econdmicas a lo largo de todo el proceso productivo, impactando en la disponibilidad de
alimentos, en la seguridad alimentaria debido a la producciéon y acumulaciéon de
micotoxinas, en la calidad de vida de los productores y en el medio ambiente, entre
otros.

Los hongos mas comunes causantes del deterioro y pudricién en los productos frescos
y almacenados, como frutas y hortalizas, pertenecen a las especies Alternaria, Botrytis,
Penicillium, Fusarium, Colletotrichum, Phomosis, Rhizopus y Mucor (FHIA, 2007),
debido a su caracter necrotrofico y a que los frutos recién cosechados o almacenados,
donde ellos esperan quiescentes o activos, contienen el medio nutritivo idéneo y las
condiciones necesarias (temperatura, humedad), para desarrollarse y esporular.

Aunque en la actualidad se cuenta con herramientas “quimicas efectivas” para
combatirlos, (fungicidas sintéticos), su uso y aplicacion, apareja numerosos problemas
medioambientales y de salud publica, debido a su elevada toxicidad, a sus largos
periodos de degradacién, al continuo envenenamiento por restos de residuos en la
comida, en el agua, en el aire, por su acumulacion en la cadena tréfica, por el desarrollo
de nuevas razas de resistencia mas virulentas y por su afeccién a la fauna auxiliar, sin
contar que no provienen de fuentes renovables y que su produccion acrecienta el efecto
invernadero.

El Real Decreto 1311/2012, por el que se establece el uso sostenible de los productos
fitosanitarios, indica que los métodos bioldgicos deben primar sobre otras alternativas
quimicas y por esta razdn se trabaja en esta linea de investigacion como una
aproximacion al desarrollo de productos potencialmente aplicables en control biolégico.

Por todos estos problemas generados y desencadenados por el uso de plaguicidas de
sintesis, se necesita indiscutiblemente el desarrollo de otro tipo de formulaciones no
daninas y efectivas para el control de enfermedades en los cultivos y en la conservacion
de materias primas frescas/almacenadas, siendo éstas respetuosas con el
medioambiente, con los seres vivos y que su sintesis provenga de fuentes renovables.

Se debe tener muy en cuenta como factores determinantes de la salud del cultivo y
calidad del producto final, las labores de manejo realizadas, la observacion continua
durante su desarrollo fisiolégico (evitando posibles fisiopatias por mala nutricién con lo
que se minimizaran los posibles dafios por plagas y enfermedades), perfeccionar las
actividades postcosecha (recogida del fruto en condiciones climaticas adecuadas), su
correcto procesamiento, su embalaje, y las condiciones de transporte requeridas hasta
el punto de venta o depdsito.

La FAO (2015), calculd que cada afo se pierden y se desperdician globalmente
alimentos de primera necesidad en porcentajes elevadisimos: alrededor de un 30% de
la produccién total de cereales y un 40-50% de la produccion de tubérculos, frutas y
hortalizas frescas, debido a enfermedades y al pésimo manejo postcosecha, tanto en
paises en vias de desarrollo como en los ya desarrollados.

El uso de plantas como medio de conservacion de alimentos y de curacién se inicia en
la Prehistoria. Los Neandertales, 60.000 afos atras, utilizaban la malvaloca como
hierba curativa. En la Biblia, se hace mencion a plantas como la mirra y el incienso, de
las que ya se tenia consciencia de sus virtudes antisépticas, (Cowan, 1999).
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Il. INTRODUCCION

Desde el inicio de las civilizaciones, los egipcios, persas, griegos, romanos, utilizaban
las plantas para alimentarse, curar, conservar y proteger los alimentos. Los romanos,
para conservar su vino, utilizaban aceite de semillas de mostaza para prevenir el
desarrollo y fermentaciones no deseadas de levaduras, y mantener en un estado
idoneo los vinos terminados, (Hammer, Carson & Riley, 1999). Por ello, partes de
plantas, extractos, fermentaciones y aceites esenciales de éstas, han sido utilizados por
el hombre desde hace miles de afios como agentes terapeuticos, como perfumes,
cosmeéticos, como materia prima para rituales religioso-espirituales y como
conservadores/protectores de alimentos principalmente.

Las moléculas responsables de todos estos beneficios, son especies moleculares de
muy diversa composicion quimica denominados metabolitos secundarios, producidos
endoégenamente con infinidad de propiedades, siendo parte del mecanismo de defensa
generado y desencadenado en la planta para protegerse del ataque de sus
depredadores, ya que son organismos sésiles y necesitan herramientas eficientes, muy
especificas y precisas para defenderse.

Entonces... §Por qué no fijarse y utilizar estas sustancias creadas y usadas por ellas
mismas como herramienta eficiente para combatir y controlar a sus predadores ya que
son ellas las que llevan co-evolucionando con los hongos desde hace miles de afos?

Son ellas quién mejor los conoce...

“Que el alimento sea tu medicina, que tu medicina sea el alimento”... Hipdcrates.

2.1. Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucariotas, carentes de cloroplastos y heterétrofos, con
paredes de quitina que almacenan glucégeno en sus células como compuesto de
reserva. Se han descrito unas 80.000 especies pero se estima que el niumero real
supere el millén. Los hongos no ingieren la materia elaborada y la digieren en sus
cuerpos, sino que segregan enzimas al medio exterior que la transforman en moléculas
mas pequefas y éstas son absorbidas por su pared celular como resultado de una
digestiéon externa, (Luztoni et al., 2004).

Los hongos se clasifican por su modo de nutricion en funciéon de la relacion que
establece con su célula hospedera en varios tipos:

e Saprotrofos: hongos que obtienen nutrientes a partir de materia organica muerta
0 en descomposicion.

o Biotréfos: hongos que mantienen una relacion muy especifica y estrecha con la
planta hospedera de la que se alimenta, desplegando complejas y co-
evolucionadas estrategias para explotar a sus anfitriones, siempre
manteniéndolos vivos para completar su ciclo de vida. Generalmente los hongos
biotrofos segregan compuestos quimicos que modifican la permeabilidad de las
membranas celulares de los hospederos provocando la salida de azucares o
aminoacidos que son absorbidos por el hongo.

¢ Simbiontes: hongos del suelo (ecto-endomicorrizas y liquenes) que se asocian
con células de las raices de la planta. El hongo le proporciona minerales no
disponibles o accesibles para ellas entre otros muchos beneficios como
proteccion de defensa contra microorganismos patégenos, mientras que la
planta le provee de materia organica ya elaborada.

o Oportunistas/Necrétrofos: hongos que se alimentan del contenido intracelular de
la célula hospedera destruyéndola por completo gracias a la secrecion de
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factores o sustancias especificas de patogenicidad y virulencia como toxinas,
enzimas de degradacion de pared celular u otro tipo de enzimas extracelulares,
produciendo una infeccion primaria con resultado tejido necrosado (Alfano &
Collmer, 1996). Si el hospedero falla en delimitar y contener esa necrosis inicial
mediante su respuesta de defensa, la enfermedad se desarrollara por toda la
planta hasta morir. El ciclo de la infeccion comprende los estados de deposicién
del conidio, germinacién, penetracion en el hospedero, formacion de la primera
lesion, expansidn de ésta y ablandamiento de los tejidos seguido de
esporulacion.

Los patégenos necrotréficos varian desde los que son muy especificos y que infectan
solo a una especie de planta o a un numero limitado de especies relacionadas, hasta
los que son capaces de infectar y causar enfermedad en cientos de ellas. Son varias
familias de hongos necrotréficos los que causan las principales enfermedades en pre y
postcosecha en numerosos cultivos de importancia agronémica provocando pérdidas
econdémicas significativas. Entre los géneros necrotréficos mas importantes en el
deterioro de los alimentos frescos se encuentran la que se estudian en el presente
trabajo: Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusariumy Penicillium.

2.1.1. Alternaria:

Alternaria es un género fuingico muy comun, donde se incluyen numerosas especies
patdgenas y saprofitas ampliamente distribuidas en el suelo y en la materia organica en
descomposicion. Se clasifica en la Division Eumycota, Subdivision Deuteromycotina,
Orden Moniliales. Como saprofito, Alternaria spp., persiste en forma de micelio durante
los inviernos, y bajo condiciones adecuadas de humedad y temperatura produce
abundantes conidios. Los conidios de Alternaria que colonizan las plantas, germinan e
infectan las hojas, tallos o frutos, donde provocan lesiones de diversa consideracién
segun la intensidad de la infeccion.

El género Alternaria fue descrito por Nees en 1817, con A. alternata (originariamente A.
tenuis) como especie tipo. Debido a la ausencia de un ciclo de reproduccién sexual,
este género se clasifico dentro del filo de hongos imperfectos o mitospéricos. Alternaria
spp., se caracteriza por la produccion de conidiéforos simples y erectos, en cuyo
extremo se forman cadenas simples o ramificadas de conidios (Figura 1 y 2). Los
conidios son multicelulares, de color pardo y con septos tanto transversales como
longitudinales, permitiendo estas caracteristicas una facil identificacion morfolégica a
nivel de género, (Pavén, 2013, en Arroyo, 2015).

Figura 1y 2: Conidios de Alternaria spp (400 x). (Cruz et al., 2016)
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Se han identificado alrededor de 300 especies en el género Alternaria, que se clasifican
en grandes grupos atendiendo a las caracteristicas de los conidios, (Pavon, 2013, en
Arroyo, 2015).

1.Conidios grandes: en este grupo se incluyen especies productoras de conidios
alargados, generalmente solitarios, caracterizados por la presencia de un apéndice
terminal de tamafio heterogéneo, en ocasiones ramificado y/o filamentoso. En este
grupo se engloban especies como A. cucumerina, A. brassicae, A. dauci, A.limicola,
A. macrospora, A. porri, A. solaniy A. sonchi.

2.Conidios pequefos: en este grupo se incluyen especies productoras de conidios
esféricos, ovoides o elipsoides, sin apéndices terminales, solitarios o formando
cadenas (simples o ramificadas). La identificaciéon morfolégica de este grupo, basada
en la formacién de los conidios, es muy compleja. Por este motivo, para facilitar la
identificacion, las especies de Alternaria se han clasificado en cinco grandes grupos
atendiendo a su modelo de esporulacion: A. radicina, A. tenuissima, A. alternata, A.
arborescens y A. infectoria.

El hongo sobrevive en el suelo, en residuos de cultivos infestados, en malezas y en las
semillas, dispersandose con la ayuda del viento, agua, insectos, trabajadores vy
magquinaria agricola.

Las esporas pueden penetrar las hojas, tallos o frutos. El hongo es mas activo cuando
se dan temperaturas moderadas o calientes y el ambiente esta humedo. En las hojas se
presentan pequefas manchas circulares de color café frecuentemente rodeadas de un
halo amarillo. Estas suelen presentar un aspecto caracteristico de anillos concéntricos
de color oscuro. Normalmente las manchas aparecen en las hojas mas viejas y desde
ahi la lesion asciende al resto de la planta y a medida que la enfermedad progresa, el
hongo puede atacar a los tallos y a las frutas (Figura 3 y 4).

Figura 3 y 4: Alternaria en tomate (fruto y hoja).
(http://nexciencia.exactas.uba.ar’hongos-toxicogenicos)

Las manchas en las frutas son similares a las de las hojas con color café y anillos
concéntricos oscuros. En los anillos concéntricos se producen esporas pulverulentas y
oscuras (Pavén, 2013, en Arroyo, 2015). Este hongo también puede ahogar a las
plantulas en semillero causando el llamado mal del talluelo (damping-off).

Entre los cultivos mas susceptibles a este hongo estan el tomate, patata, berenjena,
pimiento y otras plantas de la familia solanaceas, asi como también plantas de la familia
de las cucurbitaceas como el pepino, sandia, melén, calabaza y calabacin.
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Uno de los problemas alimentarios a tener en cuenta con Alternaria es que productora
de micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos y secretados
durante el proceso de degradaciéon de la materia organica y como mecanismo de
defensa frente a otros microorganismos. Las principales micotoxinas de Alfernaria son
de caracter genotdxico como alternariol y alternariol-monometiléter (se las considera de
riesgo para el hombre) y no genotdxicas como tentoxin y acido tenuazonico (pueden
provocar problemas en el ganado). Esta contaminacién es frecuente principalmente en
trigo, sorgo y cebada asi como semillas oleaginosas como pipas de girasol, asi como
las frutas y vegetales antes mencionados (Agencia Espafiola de Consumo,
Seguridad Alimentaria y Nutricion, 2011).

2.1.2. Botrytis cinerea (telemorfo: Botryotinia fuckeliana)

Division Eumycota, Subdivision Ascomycotina, Clase Discomycetes.

Botrytis cinerea Pers.Fr. es un hongo filamentoso responsable de la enfermedad
conocida como podredumbre gris. La enfermedad ha recibido este nombre por el
aspecto aterciopelado y la coloracién grisacea que adquieren los tejidos a los que
afecta y sobre los cuales esporula abundantemente (Santander, 2014, en Arroyo,
2015).

Es un hongo que puede vivir como saprofito sobre tejidos muertos pero también tiene
un caracter polifago sobre plantas vivas. Se sabe que infecta a mas de 200 especies de
plantas y es considerado un organismo necrotrofo “modelo” (Van Kan, 2006 en Arroyo,
2015), es decir que primero mata a las células de la planta huésped para luego
colonizar el tejido muerto.

Dentro del amplisimo rango de especies a las cuales B. cinerea infecta, encontramos
cultivos de dicotileddneas (horticolas, frutales y plantas ornamentales) de gran interés
econdémico a nivel mundial, donde B. cinerea ha sido considerado el segundo hongo
fitopatdgeno mas importante en la patologia molecular de plantas (Dean et al., 2012 en
Arroyo, 2015).

Los cultivos que son afectados por Botrytis son muy diversos, desde productos
horticolas como pimiento, calabacin, berenjerna, lechuga, a fruticolas como fresa,
frambuesa, arandano, pera, a plantas ornamentales.

B. cinerea es un hongo complicado de controlar ya que posee una amplia variedad de
factores y mecanismos de patogenicidad que le permiten atacar a la planta huésped de
formas diferentes. Por otra parte, pudiendo infectar a tantos huéspedes diferentes, las
fuentes de inéculo pueden ser muy diversas.

Sobrevive tanto en estadio de espora, como de micelio, como en forma de esclerocios,
en restos de cultivos por largos periodos de tiempo. Puede desarrollarse en casi todos
los climas, por lo cual es considerado un hongo ubicuo en todos los ambientes
(Santander, 2014, en Arroyo, 2015).

B. cinerea fue descrito por Anton de Bary en 1886 y clasificado como ascomiceto
debido a que exhibe la estructura tipica descrita para este taxén. Los conididforos
(Figura 5 y 6) miden de 1 a 3 mm de largo y se dividen en numerosas ramas para
terminar en una célula apical alargada donde se producen los conidios, estructuras con
forma redondeada pero ligeramente eliptica que presentan un cuello corto y miden
10x8,5 uym (Pezel & Pont, 1990; Santander, 2014, en Arroyo, 2015). El micelio que se
forma es de color marrén grisaceo.

Alumno: Ana M? Arribas Fernandez
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia). E.T.S. Ingenierias Agrarias

Titulacion: Master en Ingenieria Agronémica 13



“Evaluacién de aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo como agentes de biocontrol de hongos necrotrofos in
vitro e in vivo”.

1. INTRODUCCION

Figura 5 y 6: Conidiéforos ramificados de Botrytis cinerea. (A.J. Silverside, 2008)

Los esclerocios (6rganos de resistencia duros), son estructuras que se forman a partir
de micelio en condiciones ambientales o climaticas desfavorables. Tienen forma
discoidal o esférica y son estructuras melanizadas de color negro formada por hifas
fuertemente entrelazadas que pueden medir entre 2-4 x1-3 mm. Son generalmente
consideradas como un medio fundamental para la supervivencia de B. cinérea
(Santander, 2014, en Arroyo, 2015).

La capacidad de B. cinerea para infectar diferentes tipos de plantas y tejidos bajo
diversas condiciones ambientales, asi como su habilidad para sobrevivir en el suelo
durante mucho tiempo mediante la formacion de esclerocios, contribuyen a su amplia y
persistente presencia en la naturaleza. El hongo libera conidios con facilidad en
condiciones de humedad favorable y éstos son dispersados por corrientes de viento.

B. cinerea es un hongo cuyo ciclo de vida posee dos fases: una sexual, representada
por el teleomorfo Botryotinia fuckeliana y cuya presencia en la mayoria de los cultivos
ha sido muy raramente reportada, en la que presenta ascas formadas por un apotecio
(Figura 7) y se la encuentra invernando en el suelo en forma de esclerocio o micelio
sobre restos vegetales, y una fase asexual que es la que se manifiesta en la naturaleza
generalmente y que es la que se utiliza de manera regular en los experimentos de
laboratorio.

Figura 7: Apotecio de Botryotinia (anam. Botrytis cinera)
Figura 8: Botrytis en frambuesa. (http:/fitoagro.blogspot.com/2015/09/fitopatologia-general-
estructuras.html)
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Comunmente, el ciclo de infeccion de B. cinerea sobre la planta huésped comienza
cuando los conidios alcanzan su superficie. Si las condiciones son las adecuadas, éstos
germinan adhiriéndose fuertemente a la superficie de las células vegetales mediante
apresorios (Santander, 2014 en Arroyo, 2015).

El control del hongo B. cinerea es una tarea dificil por diversas razones entre las que se
pueden mencionar la gran variedad de modos de ataque, el gran nimero de huéspedes
que puede infectar y su enorme capacidad para sobrevivir y dispersarse eficientemente
en forma de micelio, conidio o esclerocio (caso de que las condiciones climaticas no
sean optimas para su desarrollo).

Hasta el momento las estrategias utilizadas para el control de la podredumbre gris se
pueden agrupar en cinco categorias: control quimico, control biolégico, practicas y
métodos culturales, métodos de estimulacion de las respuestas de defensa de la planta
y la mejora genética de resistencia a la enfermedad aunque el control quimico es el mas
estudiado y aplicado en los cultivos de mayor importancia econémica.

2.1.3. Penicillium

Division Eumycota, Subdivision Deuteromycota, Orden Moniliales
Patdgeno que vive como saprofito en la naturaleza. Es un género de hongos conocidos
como mohos verdes o azules, de los que en determinadas especies, se obtiene la
penicilina. El micelio del hongo se desarrolla rapidamente, creciendo en la superficie de
las frutas, pan, quesos y otros alimentos y produciendo gran cantidad de esporas.
Mediante reproduccion asexual, Penicillium forma conidios en el extremo de las hifas
especializadas (conidiéforos). Estos son ramificados en forma de pincel donde nacen
conidios lisos, elipsoidales (de 2,5-4 um) azules o verde-azulados en cadenas, sin
ramificar, como un penacho o pincel caracteristico (Figura 9 y 10). Las colonias son de
crecimiento rapido, vellosas, aterciopeladas, verdosas con una corona radial ancha y
blanca (Figura 11).
Las esporas de pequefio tamafio son facilmente dispersadas por el aire y constituyen
una de las mas frecuentes y mayores fuentes de contaminacién para todo tipo de frutos.
La mayoria de las veces la contaminacién es postcosecha y son los mayores
descomponedores de los frutos durante su transporte, almacenamiento y en el
mercado. El patdogeno aprovecha las aberturas naturales o heridas para la penetracion
siendo la forma frecuente de propagacion por contacto con frutos infectados. Factores
como la humedad en la recoleccién, la tardanza en el enfriamiento y sobre todo dafos
mecanicos en la manipulacién, favorecen el desarrollo de este hongo.

Las pudriciones de Penicillium son en un principio de aspecto acuoso (pudiendo
contener alguna gota de exudado sobre la superficie de la colonia), blandas vy
ligeramente descoloridas, se desarrollan hacia el interior con rapidez y contienen un
olor aromatico, especiado o afrutado como, por ejemplo, a manzana o a pina.

La facil proliferacion de Penicillium en alimentos es un serio problema ya que algunas
especies producen micotoxinas (patulina, citrinina, ocratoxina A, citreoviridina,
griseofulvina,...) y pueden hacer al alimento no comestible e incluso peligroso debido a
que éstas no se eliminan deshaciéndose de la parte afectada o podrida del alimento. No
se eliminan ni siquiera mediante altas temperaturas (coccién), por lo que es una buena
practica desechar los alimentos que contienen el desarrollo de este tipo de moho.

Penicillium también es un agente alergénico al igual que Aspergillus y no muestra una
notable variacion estacional. Las maximas concentraciones de conidios en el aire se
alcanzan en invierno y primavera (mayores en las areas urbanas que en las rurales). Su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 23 C°, aunque crece bien entre 5y 37 C°.

Alumno: Ana M? Arribas Fernandez
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia). E.T.S. Ingenierias Agrarias

Titulacion: Master en Ingenieria Agronémica 15



“Evaluacion de aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo como agentes de biocontrol de hongos necrotrofos in
vitro e in vivo”.

Il. INTRODUCCION

Es un género ubicuo, siendo comunmente el género de hongos mas abundante en los
suelos por lo que esta presente de forma natural en hortalizas, frutas y en cualquier
época del afo se puede producir la infeccidn. Algunas especies de Penicillium producen
etileno que acelera la maduracién del fruto y desencadena el desarrollo de otros que
estan en estado de quiescencia.

La utilizacion de productos quimicos de sintesis es el sistema mas usado para su
control, pero actualmente cada vez son mayores las objeciones de orden
higiénicosanitarias que éstos plantean cuando son aplicados en las frutas y verduras.

(Departamento de Proteccion Vegetal, Universidad de la Republica de Uruguay, recurso
web).

BAS2 [RM] © wwew vésusalphotos.corm

Figura 9 y 10: Conidiéforos pincelados.
(http://www.tecnicoagricola.es/penicillium-digitatum-moho-verde-y-penicillium-italicum-moho-
azul/)

Figura 11: Colonias de Penicillium spp.
(http://www.tecnicoagricola.es/penicillium-digitatum-moho-verde-y-penicillium-italicum-moho-
azul/)
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2.1.4. Aspergillus

Aspergillus es un hongo filamentoso hialino, saprofito, perteneciente a la subdivision
Ascomycotina.

Crece en cualquier tipo de sustrato, especialmente en suelos y materiales en
descomposicion siendo termotolerante ya que puede vivir entre los 12°C y los 57°C.

Se encuentra formado por hifas hialinas septadas (Figuras 14 y 15) y puede tener
reproduccion sexual (con formacion de ascosporas en el interior de ascas) aunque lo
habitual es que se multiplique de forma asexual (conidios).

Las especies se diferencian morfolégicamente en tamano, crecimiento, textura y color
de la colonia: amarillo-verdoso, negro o marrén. La coloracion aparece casi siempre en
todas las estructuras aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas conidiales.
(Arroyo, 2015)

La especie A. flavus es de color verde—amarillo. La textura de las colonias es
pulverulenta con surcos radiales, rugosas o granulosas, ocasionalmente algodonosas
en el centro o margen de la colonia. El reverso de la colonia es incoloro.

La especie A. niger presenta el color de las colonias de blanco a amarillo y evoluciona
al madurar hacia el negro. La textura de las colonias es granular y el reverso de la
colonia es incoloro o crema.

Aspergillus es junto a Penicillium uno de los principales hongos productores de
micotoxinas en los alimentos entre las que se encuentran algunas de las mas
peligrosas como las aflatoxinas y ocratoxina A. Asimismo, es frecuentemente alérgenico
y aprarece como contaminante habitual de los conductos de climatizacién/ventilacion,
penetrando en el organismo por via respiratoria por medio de esporas o conidios que se
encuentran presentes en el ambiente de trabajo en forma de bioaerosoles siendo
productores de patologias graves respiratorias. (Ministerio de Salud de Peru, 2010 en
Arroyo, 2015).

Los cultivos susceptibles a este tipo de hongos son muy variados, yendo desde
horticolas (Figuras 12 y 13), a frutas y pasando por todo tipo de productos almacenados
como granos de cereales y leguminosas, cacahuetes, semillas de algodon, harinas de
pescado, nueces de Brasil y copra.

Figura 12 y 13: Conidiéforos de Aspergillus niger en tomate y cebolla
(http://lavozdelauci.blogspot.com/2013/04/dia-12-asperqgillus.html)
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Hifa .

Figura 14 y 15: Hifas hialinas y conidiéforos de Aspergillus
(http://lavozdelauci.blogspot.com/2013/04/dia-12-aspergillus.html)

2.1.5. Fusarium

Hongo clasificado en la Division Eumycota, Subdivisién Deuteromycotina y Orden
Moliniales. Las especies con estado teleomorfo se clasifican por su fase sexual en la
Subdivision Ascomycotina.

El patégeno produce abundante micelio de aspecto algodonoso de color variable entre
amarillento y rosado dependiendo de especies. Los conidiéforos pueden ser cortos
como F. oxysporum, largos y ramificados como F. solani y las esporas (Figura 16)
pueden ser microconidios, macroconidios (multicelulares y alargados) o clamidosporas
(forma de resistencia). En ocasiones los conidios forman cadenas como en F.
verticillioides (antes F. moniliforme).

Los conidios son dispersados por el aire y el agua pero la contaminacion por Fusarium
se produce en general, en el campo antes o durante la cosecha, aunque la infeccion se
desarrolle durante el almacenamiento. Algunas especies causan marchitamiento
vascular; pudricién de raiz (Figura 17b), corona, tallo, fruto, y semillas; damping-off. Los
tejidos afectados por la descomposicion aparecen humedos y presentan un color claro
que va oscureciéndose y secandose. Conforme se extiende la infeccion, se producen
grietas y en ésta, se observan masas algodonosas de color blanco, rosa o amarillo.

Es un hongo productor de micotoxinas (zearalenona, deoxinivalenol, tricotecenos,
fumonisina), pudiendo afectar al tracto intestinal, producir desequilibrios hormonales,
tumores, infertilidad, infecciones cutaneas y en las corneas, alergias tanto en humanos
como en el ganado. Son de especial relevancia aquellas asociadas a la contaminacién
de grano destinado a alimentacién animal.

Los factores que favorecen aparicién de la enfermedad son suelos con mal drenaje ya
que favorecen la supervivencia y distribucion del indculo, suelos compactados, periodos
de estrés hidrico, falta de nitrogeno (debilita las plantas y las predispone a la
enfermedad) y la acidificacion de los suelos.

Fusarium oxysporum Schlechtend. Fr, es una especie que soélo presenta su forma
anamorfica (asexual). La enfermedad especifica de F. oxysporum se produce cuando
coloniza los conductos xilematicos de la planta, bloqueando y tapando los vasos, lo que
determina la aparicibn de sintomas de marchitamiento de hoja, amarilleo y
posteriormente necrosis y muerte total de la misma. Aunque F. oxysporum tiene un
amplio rango de hospedadores, las estirpes individuales son parasitos especializados
de un numero limitado de especies hospedadoras y esto ha sido usado para subdividir
a esta especie en grupos de patdégenos especificos, designados como formas
especiales (Alves-Santos, 1999).
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Por otro lado todas las estirpes pueden actuar como oportunistas si las condiciones
para ello son muy favorables dando lugar a pudriciones inespecificas en frutos y
verduras y en ocasiones en podredumbre radicular asociadas a otros hongos y
oomicetos necrétrofos como F. solani, F. verticillioides, Rhizoctonia, Pythium y
Phytophthora (Arroyo, 2015).

Se encuentra ampliamente distribuido por todo el mundo y es una especie que se
adapta a cualquier tipo de suelo. En ausencia del huésped durante periodos largos y al
tratarse de un saproéfito facultativo, puede desarrollarse sobre materia organica. En
condiciones adversas, forma estructuras (clamidosporas) que le permiten resistir los
periodos de sequedad, frio o falta de alimento. Esta capacidad hace que pueda
cultivarse facilmente en el laboratorio en medios artificiales donde crece rapidamente.

Figura 16: Conidios de Fusarium
(https://www.alamy.com/computer-illustration-of-conidia-asexual-spores-from-a-fusarium-sp-
fungus-some-fusarium-fungi-are-pathogens-of-plants-and-humans-image282107889.html)

Figura 17: Raiz de tomate afectada por Fusarium oxyxporum (a: sana, b: enferma)
(http://www.canna.es/fusarium-plagas-enfermedades)

2.2. Generalidades de los aceites esenciales:

Los aceites esenciales son compuestos caracteristicos de las plantas de caracter
generalmente lipidico con fuertes componentes aromaticos que proporcionan un olor,
color y un sabor distintivo de la planta de la que proceden. Los aceites esenciales se
encuentran principalmente en las plantas aromaticas, las cuales se distribuyen a lo
largo del Mediterraneo, sur de Asia y en paises tropicales de todo el mundo.

Se encuentran ampliamente presentes en unas 60 familias de plantas que incluyen las
Compuestas, Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas,
Umbeliferas, etc. La familia de las Lamiaceas que comprende unos 245 géneros y
alrededor de 7.900 especies taxondmicamente admitidas, es bien conocida por sus
propiedades medicinales siendo utilizadas desde tiempos remotos con este fin. Tienen
asimismo, una larga historia como especias culinarias como el orégano, romero, salvia
y el tomillo, que son condimentos tipicos de la zona mediterranea, siendo
especialmente el orégano y el tomillo, los se consumen en grandes cantidades en todo
el mundo como parte de mezcla de condimentos y sazonadores.
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Su utilizacion también viene siendo conocida desde tiempos antiguos como protectores
de materias primas almacenadas y su aplicacion en perfumeria y en cosmética se
remonta a la civilizacion egipcia.

Los aceites esenciales de estas plantas, se encuentran en los pelos glandulares o en
las cavidades secretoras de la pared de la célula vegetal, y estan presentes en forma
de gotitas de liquido en las hojas, los tallos, la corteza, las flores, las raices y en los
frutos de la planta. Su abundancia en las partes de la planta varia segun la especie, por
ejemplo: en las hojas (ajenjo, albahaca, buchu, cidron, eucalipto, hierbabuena,
limoncillo, mejorana, menta, pachuli, quenopodio, romero, salvia, toronjil, etc.), en las
raices (angélica, asaro, azafran, calamo, curcuma, galanga, jengibre, sandalo, sasafras,
valeriana, vetiver, etc.), en el pericarpio del fruto (limén, mandarina, naranja, etc.), en
las semillas (anis, cardamomo, eneldo, hinojo, comino, etc.), en el tallo (canela, etc.), en
las flores (arnica, lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, clavo de olor, rosa, etc.) y en los
frutos (alcaravea, cilantro, laurel, nuez moscada, perejil, pimienta, etc.).

Las caracteristicas aromaticas de los aceites esenciales proporcionan varias y muy
diversas funciones, incluyendo atraer (polinizadores) o repeler insectos, protegerse del
calor o el frio, como material de defensa contra predadores como insectos (acciones
insecticidas de contacto, antialimentarias, repelentes, disuasorios de oviposicion,
reguladores del crecimiento) y nematodos, inhibicion del crecimiento de
microorganismos patégenos como bacterias, virus y fungicos vegetales, expresado
como actividad antimicrobiana, o actuando como agentes bacteriostaticos o
antifungicos, como reflejan numerosos estudios cientificos realizados tanto in vitro como
in vivo en varias partes del mundo. Otra propiedad funcional de éstos es la de actuar
como antioxidantes, retrasando o inhibiendo la oxidacién de aceites y lipidos en
general, como ocurre con el romero, tomillo y salvia (Hirasa & Takemasa, 2002).

Los aceites esenciales se clasifican en base a diferentes criterios como consistencia,
origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios:

- De acuerdo a su consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias
fluidas, balsamos y oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos volatiles a
temperatura ambiente (aceites esenciales). Los balsamos son de consistencia mas
espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion, y las
oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son tipicamente
liquidos muy viscosos o sustancias semisdlidas (caucho).

- De acuerdo a su origen, los aceites esenciales se clasifican como naturales,
artificiales y sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no
sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, y debido a su rendimiento tan
bajo son muy costosos. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes, por
ejemplo, la mezcla de esencias o aceites de rosa, geranio y jazmin, enriquecida con
linalool, o la esencia de anis enriquecida con anetol. Los aceites esenciales
sintéticos son los producidos por la combinacién de sus componentes los cuales son
la mayoria de las veces producidos por procesos de sintesis quimica. Estos son
mas economicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como aromatizantes y
saborizantes (esencias de vainilla, limon, fresa, etc.).

- Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicion compleja con
diferentes tipos de compuestos, los aceites esenciales se pueden clasificar de
acuerdo al tipo de sustancias que son los componentes mayoritarios. Segun esto,
los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites esenciales
monoterpenoides (hierbabuena, albahaca, salvia, etc.), los ricos en sesquiterpenos
son los aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej. pino, junipero, etc.). Los ricos en
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fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (p.ej. clavo, canela, anis,
etc.).

También éstos se pueden definir por sus propiedades fisicas como un tipo de
“‘compuesto de aspecto oleaginoso con densidad menor que la del agua” generalmente,
(excepto los aceites de almendras amargas, mostaza, canela, perejil o clavo), por su
viscosidad, indice de refraccion (una propiedad caracteristica de cada aceite esencial y
cambia cuando éste se diluye o mezcla con otras sustancias) y actividad 6ptica (Ortufio,
2006).

Gracias a su facil modo de extraccion, la obtencion de una gran variedad de moléculas
volatiles con fuertes componentes aromaticos como terpenos y terpenoides, derivados
fendlicos, componentes alifaticos entre otros, hacen de estos “aceites”, el foco de
atraccion para el desarrollo de biopesticidas y de conservantes alimentarios organicos
debido a sus propiedades conservativas y protectoras.

Investigaciones recientes indican que algunos de los componentes quimicos de estos
aceites interfieren en el sistema nervioso octopaminérgico de los insectos, sitio objetivo
no compartido con los mamiferos, pdjaros y peces, por lo que la mayoria de los
compuestos quimicos de los aceites esenciales no son téxicos para éstos (pruebas
toxicolodgicas realizadas), pudiendo cumplir asi con los criterios establecidos para su
regulaciéon como plaguicidas de "riesgo reducido”. (Stroh, Wan, Isman & Moul, 1998).

Este tipo de "pesticidas verdes" o biopesticidas, resultan muy efectivos en producciones
agricolas y aunque el desarrollo de resistencias por parte de insectos vy
microorganismos a determinadas y concretas sustancias de sintesis en pesticidas
convencionales sigue su evolucién generando cada vez mayores problemas para la
salud publica en particular y para el medio ambiente en general, es probable que con
este tipo de biopesticidas las resistencias se desarrollen mas lentamente o ni se
desarrollen, debido a las complejas mezclas de componentes que caracterizan a estos
aceites esenciales.

Anadir que, gracias a la gran volatiidad de sus componentes constitutivos, la
persistencia de éstos en condiciones de campo es limitada, por lo que fauna auxiliar y
consecutivos predadores y parasitos, no parecen ser envenenados por residuos
permanentes toxicos que quedan en el cultivo, en la tierra y en el agua, como
contrariamente ocurre con los pesticidas de sintesis siendo éstos, altamente téxicos y
acumulativos en toda la cadena tréfica, (Koul, Walia, & Dhaliwal, 2008).

2.2.1. Origen/Composicion/Métodos de extraccion de A.E.:

Origen:

Todas las células vegetales realizan procesos metabdlicos comunes que conducen a la
formaciéon de compuestos como azucares simples, aminoacidos, nucleétidos, acidos
grasos y polimeros derivados de ellos (polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y
lipidos, entre otros), esenciales para la vida celular y en general, para el correcto
desarrollo de la planta. El conjunto de estos metabolitos es el llamado metabolismo
primario, y los compuestos indicados anteriormente son los denominados metabolitos
primarios.

Aparte de este proceso metabdlico primario, en las plantas se desarrolla otro tipo de
proceso que conduce a la formacién de otros compuestos peculiares que derivan
biosintéticamente de las moléculas primarias, siendo lo que se conoce como el
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metabolismo secundario, y los compuestos creados, metabolitos secundarios. La
biosintesis de los metabolitos secundarios suele encontrarse restringida a fases
especificas del desarrollo, tanto de la propia planta como de las células especializadas
en su produccion, y a periodos de estrés causados como por ejemplo, la deficiencia de
nutrientes, factores ambientales adversos o por el ataque de microorganismos, teniendo
una significacion en todo el organismo.

Muchos metabolitos secundarios estan implicados en relaciones ecoldgicas, es decir,
de la planta productora con los otros organismos de su medio natural como puede ser
el color de las flores que atraen a los polinizadores, los compuestos que inhiben el
crecimiento de otros organismos vegetales (sustancias alelopaticas), o que protegen a
la planta productora de infecciones (fitoalexinas) o de los depredadores (disuasorios
nutritivos o alimentarios). Los grupos taxondémicos a los que pertenecen estos
metabolitos son muy variados como variadas son las razones por los que son creados,
de hecho, las plantas medicinales deben sus propiedades curativas a su capacidad
para sintetizar y acumular algunos de estos compuestos. En general puede afirmarse
gue los metabolitos secundarios constituyen el mundo de sustancias quimicas a través
del cual, las plantas se relacionan con su entorno. (Fisiologia vegetal. Introduccion al
metabolismo secundario, 2012, recurso web).

Todos estos compuestos contenidos en un liquido aceitoso tras su extraccion,
denominado aceite esencial, han tenido y siguen teniendo para el humano varios usos.
Ejemplo de ello es el uso como aditivos alimentarios y conservantes, aromatizantes,
potenciadores de sabor, componentes de cosméticos, jabones, perfumes, plasticos y
como resinas.

Tipicamente estos aceites son liquidos a temperatura ambiente y se transforman
facilmente de un estado liquido a un estado gaseoso a temperatura ambiente o
ligeramente superior, sin sufrir descomposicién en sus propiedades. La cantidad de
aceite esencial que se encuentra en la mayoria de las plantas es de 1 a 2%, pero puede
contener cantidades que van desde 0.01 a 10%.

Composiciodn:

Los componentes de los aceites esenciales que se pueden encontrar en diferentes
partes de la misma planta, varian en su composicidon quimica y éstos varian de una
planta a otra aun siendo idénticas, pero desarrolladas en ecotipos diferentes.

En ciertas plantas, es un componente principal del aceite esencial el que puede
predominar, mientras que en otras, es un coéctel de decenas de compuestos variando
en porcentajes.

En este céctel de compuestos organicos naturales predominan generalmente los
terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos), compuestos aromaticos (aldehidos,
alcoholes, fenoles, etc) y terpenoides, por lo que se podria decir que sus compuestos y
aromas se dividen en dos grupos principales: terpenos (hidrocarburos) y compuestos
oxigenados.

Los terpenos o hidrocarburos terpénicos son moléculas constituidas por hidrégeno y
carbonos unidos en cadena, mientras que los terpenoides son terpenos que contienen
oxigeno. Ambos constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios (mas
de 40.000 moléculas diferentes). Los terpenos suelen ser insolubles en agua y derivan
todos ellos de la unién de unidades de isopreno (Cs): CH,=C(CH;)-CH=CH,; de esta
forma, los terpenos se clasifican por el numero de unidades de isopreno que contienen:
los terpenos de C4o contienen dos unidades Cs y se llaman monoterpenos; los de Cys
tienen tres unidades de isopreno y se denominan sesquiterpenos, los de Cy tienen
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cuatro unidades Cs siendo los diterpenos, los triterpenos tienen C;, por lo tanto 6
unidades de isopreno, los tetraterpenos tienen C,, y se habla de politerpenos cuando
contienen mas de 8 unidades de isopreno.

Los aceites esenciales contienen principalmente monoterpenos y sesquiterpenos
respectivamente, mientras que los diterpenos, triterpenos, y tetraterpenos, si estan
presentes, lo estan a niveles muy bajos. Ejemplos de terpenos en los aceites pueden
ser: mireceno, pineno, terpineno, limoneno, p-cimen, a- y B- felandreno, entre otros.
(Bakkali, Averbeck, Averbeck & Idaomar, 2008, en Tongnuanchan & Benjakul, 2014).
Con respecto a los compuestos oxigenados, éstos pueden derivar de los terpenos, y
denominarse terpenoides. Algunos compuestos oxigenados prevalentes en los aceites
esenciales vegetales se muestran a continuacion:

¢ Fenoles: timol, eugenol, carvacrol, chavicol, timol, etc.

e Alcoholes:

+ Alcohol monoterpénico: borneol, isopulegol, lavanduol, a-terpineol, etc.

+ Alcohol sesquiterpénico: elemol, nerolidol, santalol, a-santalol, etc.

e Aldehidos: citral, mirrenal, cuminaldehido, citronellal, cinamaldehido,
benzaldehido, etc.

¢ Cetonas: carvona, mentona, pulegona, fenchona, alcanfor, tuyona, verbenona, etc.

o Esteres: acetato de bomilo, acetato de linalilo, acetato de citronililo, acetato de
geranilo, etc.

e Oxidos: 1,8-cineole, 6xido de bisabolona, 6xido de linalool, 6xido esclareol, etc.

e Lactonas: bergapteno, nepetalactona, psoraleno, esculatina, citropteno, etc.

« Eteres: 1,8-cineol, anetol, elemicina, miristicina, etc. (Tongnuanchan & Benjakul,
2014).

Gracias a todos estos componentes y a muchos otros que aqui no se citan, los aceites
esenciales son bien conocidos por sus propiedades antioxidantes y por su actividad
antimicrobiana e insecticida entre otras. Esto permite utilizarlos como pesticidas verdes
durante el desarrollo del cultivo, aditivos alternativos o coadyuvantes de elaboracion de
aditivos/conservadores naturales en alimentos frescos y productos alimenticios
manufacturados. Tambien pueden ser utilizados como compuestos activos en los
materiales de envasado, en los que las propiedades de estos materiales como “la
propiedad de barrera de vapor de agua”, asociado con la hidrofobia de los aceites
esenciales, podria ser mejorada para una mejor conservaciéon de las propiedades
organolépticas/fisicas del alimento en cuestion, repercutiendo en un incremento de la
sanidad y calidad global de éste, (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

Métodos de extraccion:

Los métodos utilizados para la extraccion de los aceites esenciales se enumeran a
continuacion y la eleccion de éste dependera del material botanico utilizado (Tabla 1),
del estado de conservacion y forma de la materia prima, y de la calidad buscada en el
aceite esencial.

El método de extraccién es uno de los primeros factores que determinaran la calidad
del aceite esencial ya que un procedimiento de extraccién inadecuado puede dar lugar
a dafios o alteraciones en la composicion quimica del aceite, resultando en la pérdida
de bioactividad y de caracteristicas naturales como decoloracion, olor y sabores
desagradables, asi como cambios fisicos (aumento de la viscosidad).
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Tabla 1: Partes de plantas donde se encuentran aceites esenciales. (Tongnuanchan &
Benjakul, 2014).

Table 1-Parts of plant material containing essential oils.

Parts Plants

Leaves

uli, may ¢
Seeds se, cardamom
Wood

Bark Cassia, cinnamon, sassafras

Berries Allspice, juniper
Resin Frankincense, myrrh

Flowers

immortelie, neroki

Peel Bergamot, grapefruit, kaffir lime, lemon, lime, orange, tangerine, mandarin

Root Ginger, plai, turmeric, valerian, vetiver, spikenard, angelica

Fruits Xanthoxylum, nutmeg, black pepper

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante varios
métodos como son: presion, destilacion con vapor de agua, extraccion con solventes
volatiles, enfleurage y con fluidos supercriticos.

A continuacion se describen brevemente:

1. Mediante presion:

El material vegetal es exprimido para liberar el aceite y este es recolectado y filtrado.
Este método es utilizado para el caso de las esencia de citricos y olivares.

2. Destilacion por arrastre de vapor:

La destilacion por arrastre con vapor, es una técnica usada para separar sustancias
organicas volatiles inmiscibles o parcialmente insolubles en agua, de otras no volatiles
que se encuentran en la materia vegetal, como resinas, sales inorganicas u otros
compuestos organicos no arrastrables mediante vapor. Lo que se consigue con este
método es la vaporizacién selectiva del componente organico volatil de la mezcla
vegetal. (Masango, 2015, en Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

El sistema consiste en un lecho compacto de materia vegetal bien desmenuzada que se
encuentra encima de la fuente inyectora de vapor de agua. Sélo pasa vapor de agua a
través de este lecho, por lo que el proceso requiere la minima cantidad de vapor y la
cantidad de agua en el destilado final (hidrolato) se reduce (Figura 18). Otra manera
también de obtener aceites esenciales por destilacion de vapor es sumergir el material
vegetal con el agua destilada en el mismo recipiente y llevar la mezcla a la ebullicion
para que se desprendan los aromaticos. Este método protege a los aceites esenciales
extraidos en cierta medida ya que en los alrededores el agua actua como una barrera
para evitar el sobrecalentamiento de éstos. El vapor de agua y los vapores de aceites
esenciales se condensan en una fracciébn acuosa inmiscible que se separan por
decantacién. La ventaja de esta técnica es que se requiere una temperatura inferior a
100 °C., para obtener los vapores aromaticos. Este proceso se denomina
Hidrodestilacién, siendo el hidrolato obtenido mayor. (Figura 19).
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(Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

Este tipo de método de extraccion de aceites esenciales vegetales es el mas utilizado
(Reverchon & Senatore, 1992, en Tongnuanchan & Benjakul, 2014), y la proporcion de
aceites esenciales extraidos de la mezcla alcanza el 93% y el 7% restante, puede ser
extraido por otros métodos (Masango, 2005 en Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

3. Extraccion mediante disolventes organicos.

El método de extraccion con disolventes organicos, se utiliza para partes de la planta
fragiles o delicadas, como las flores, las cuales no toleran las altas temperaturas.

En este método, la muestra se pone en contacto con disolventes organicos como
alcohol o cloroformo entre otros. Estos disolventes solubilizan la esencia pero también
solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final
una oleorresina o un extracto impuro. Algunos disolventes utilizados en este método de
extraccion tienen restricciones en cuanto a los residuos maximos que pueden dejarse
cuando los aceites esenciales son la materia prima en las industrias de perfumes o
alimentos (limites varian de acuerdo a las diferentes legislaciones). Los extractos
obtenidos con este tipo de disolventes suelen ser mas oscuros, ya que llegan a
arrastrar algunos pigmentos.

Este procedimiento se utiliza a escala de laboratorio porque a nivel industrial resulta
costoso por el valor comercial de los disolventes, porque se obtienen esencias
contaminadas con otras sustancias y ademas, por el riesgo de explosién e incendio
caracteristicos de muchos disolventes organicos volatiles.

Otro tipo de extraccion por disolventes, mayormente usada también a nivel de
laboratorio, es la maceracién o extraccion alcohdlica, en la cual la materia organica
reposa en soluciones de alcohol por periodos de tiempo definidos. Los aceites
esenciales son recupersdos evaporando el alcohol, generalmente en rotavapores (Chua
et al., 2008)

4. Extraccion por fluidos supercriticos.

La extraccién por fluidos supercriticos es una operacién unitaria que explota el poder
disolvente de fluidos supercriticos en condiciones por encima de su temperatura y
presion criticas. Es posible obtener extractos libres de disolvente usando fluidos
supercriticos y la extracciébn es mas rapida que con la utilizacion de disolventes
organicos convencionales.
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Usando dioxido de carbono en particular, a una temperatura moderada, es posible
lograr una alta selectividad de microcomponenes valiosos en los productos vegetales
como aceites esenciales, pigmentos, carotenoides antioxidantes, antimicrobianos y
sustancias relacionadas, que son usadas como ingredientes para alimentos, medicinas
y productos de perfumeria.

El material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o molido, se empaca en una
camara de acero inoxidable y se hace circular a través de la muestra un liquido
supercritico (por ejemplo didxido de carbono liquido). Las esencias son asi
solubilizadas y arrastradas y el liquido supercritico que actia como solvente extractor,
se elimina por descompresién progresiva hasta alcanzar la presién y temperatura
ambiente, y finalmente se obtiene una esencia pura.

Presenta varias ventajas como un alto rendimiento, que es ecolégicamente compatible
(el solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar), que las bajas
temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian quimicamente los componentes
de la esencia, que los tiempos de extraccién se reducen y existe la posibilidad de
seleccion de sustancias y la composicién de lo extraido, modificando los parametros de
extraccion.

En cuanto a las desventajas, se podria mencionar que las ceras cuticulares y los
compuestos de alto peso molecular son extraidos junto con el aceite esencial y que el
equipo requerido para este proceso es relativamente costoso, ya que se requieren
bombas de alta presion y sistemas de extraccion también resistentes a las altas
presiones. (Deng, Yao, Wang & Zhang, 2005, en Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

5. Método de enflorado o enfleurage

El material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con un aceite vegetal.

La esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actia como vehiculo extractor. Se
obtiene inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite vegetal, el cual es separado
posteriormente por otros medios fisico-quimicos. Esta técnica es empleada para la
obtencion de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la
dificil separacion del aceite extractor la hacen costosa. Se suele tratar con alcohol para
eliminar el solvente.

6. Extraccion por microondas (SFME)

Es una extraccion rapida de aceites esenciales de hierbas aromaticas, especias y
semillas secas. La SFME presenta varias ventajas, entre ellas mayor rendimiento y
selectividad, menor tiempo de extraccién, menores pérdidas de compuestos volatiles,
menor cantidad de residuos de disolventes organicos arrastrados y menor impacto
ambiental. Es una combinacion de calentamiento por microondas y destilacion en seco
(calentamiento de materiales sélidos en seco para obtener los volatiles gaseosos y su
condensacion), realizada a presion atmosférica sin ningun tipo de disolvente o agua. El
aislamiento y la concentracion de compuestos volatiles se realizan en una sola etapa.
(Bayramoglu et al., 2008, en Peredo, Palou & Lopez, (2009).
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2.2.2. Usos en agricultura/industria agroalimentaria:

e Aceites esenciales: fuente biofungicida postcosecha:

En los paises desarrollados y en desarrollo, las mayores pérdidas durante el
almacenamiento de cereales y otros productos duraderos como legumbres o semillas y
productos perecederos, son causadas por hongos y bacterias. Los deterioros por
hongos son debidos a la carga fungica que hay en la materia prima en si, a las
condiciones antihigiénicas de las instalaciones de almacenamiento, y esto a su vez,
puede ser asociado con un alto contenido de humedad inicial del producto almacenado
(mal secado) o a la absorcion de humedad durante el almacenamiento debido a un mal
manejo en las variantes del sistema (Stinson et al., 1980, en Shukla, (2013).

Hay varios tipos de hongos que causan deterioro y pudricion de las materias primas
almacenadas y frescas siendo los mas comunes Aspergillus flavus, A. niger, A.
clavatus, A. terreus, A. versicolor, A. candidus, Alternaria alternata, Curvularia lunata,
Cladosporium cladosporoides, C. herbarum, Epicoccum nigrum, Emericella nidulans,
Emericella rugulosa, Fusarium acuminatum, F. moniliforme, Mucor hiemalis, Penicillium
citrinum, P. chrysogenum, P. expansum, P. funiculosum, P. italicum, Rhizopus arrhizus,
Rhizopus nigricans, Syncephalastrum racemosum (Shukla, 1997; Shukla et al., 2000;
Pandey, 2008; Shukla, 2010, en Shukla, (2013).

Varios de éstos como las especies de Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria y
Cladosporium etc., no sélo alteran la calidad y la cantidad, sino que también crean
peligros para la salud de animales domésticos (vacas, cerdos, ovejas, gallinas...), y
humanos, debido a la produccién de metabolitos toxicos en forma de micotoxinas en las
materias primas pudiendo transferirse a la cadena alimentaria. (Samson et al., 1995;
Shaaya et al. al. 1997; Pandey, 2008 en Shukla, (2013). Estos organismos flngicos son
capaces de crecer bajo diversas condiciones de humedad, pH y temperatura. Si se
produce desarrollo de moho, siempre existe la posibilidad concomitante de produccion
de micotoxinas (Zohri y Abdel-Gawad, 1993, en Shukla, (2013).

Las micotoxinas son quimicos peligrosos que causan varias complicaciones en el
cuerpo y son acumulativas. Son cancerigenas, hepatoxicas, nefrotéxicas vy
teratogénicas. La toxicidad extrema de las micotoxinas radica en el hecho de que son
extremadamente estables y muy peligrosas en cantidades minimas. Ademas, una vez
formadas, no pueden ser retiradas de la mercancia mediante la eliminacién externa del
moho visible. Son muy estables al calor, por lo que no son destruidas por la coccion.
(Samson et al., 1995; Pandey, 2008 en Shukla, (2013).

Debido a todos estos problemas alimentarios, sanitarios, ecologicos y a la pérdida de
produccion que se traduce en una menor ganancia econdmica para el agricultor, es
necesario establecer medidas de control sostenibles para el desarrollo fungico en los
productos alimentarios (almacenados o frescos), ya que hasta ahora se han venido
utilizando fungicidas sintéticos con muchos inconvenientes asociados.

El uso de muchos de éstos, han sido restringidos o prohibidos, debido a sus efectos
indeseables como una alta y aguda toxicidad, largos periodos de degradacion, su
concentracion en la cadena alimentaria, y la sospecha de peligros de envenenamiento
crénico a través de la ingesta continua de pequefas cantidades (Samson et al., 1995;
Kumar et al., 2007, en Shukla, (2013). Ademas, debido al desarrollo de nuevas razas de
patdgenos mas agresivas, la gran mayoria de estos fungicidas han perdido su
efectividad (Dikshit, 1980 en Shukla, (2013).

Este tipo de fungicidas sintéticos son en gran parte procedentes de la industria
petroquimica, siendo un recurso agotable y muy contaminante, por lo tanto, la
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utilizacion y el estudio de otras fuentes inagotables de tales quimioterapéuticos es muy
deseable y este es el punto, donde las plantas, juegan un papel crucial.

Como se ha venido comentando en anteriores epigrafes, ellas proporcionan una fuente
rica en metabolitos secundarios que presentan interesantes propiedades
antimicrobianas. Son una vasta cornucopia de quimicos de defensa. Recientes informes
sobre el uso de plantas superiores y sus constituyentes, han indicado su utilidad como
fungicidas que en su mayoria no son fitotoxicos, son mucho mas sistémicos y
facilmente biodegradables (Fawcett & Spencer, 1969; Beye, 1978, en Shukla, (2013).

e Aceites esenciales como protectores de enfermedades postcosecha en
productos almacenados

Las plantas se han venido utilizando como protectores de materias primas
almacenadas, y éstas se han usado para controlar las plagas de insectos de almacén.
Esto se refleja en cientos de articulos de investigacion dirigidos a identificar plantas
insecticidas o repelentes de insectos. No obstante, se han emprendido tareas para
determinar si las plantas pueden controlar a los hongos en dichos productos
almacenados y las conclusiones tanto in vitro como in vivo, demuestran que si.

En la mayoria de los trabajos se ha investigado las propiedades de las especias
(pimienta de Jamaica, albahaca, laurel, bardana, canela, pimentén, guindilla, clavo,
eucalipto, eneldo, gotu kola, extracto de semilla de uvas, rabano picante, verbena de
limén, orégano, papaya, menta, romero, estragon, tomillo, circuma, valeriana y sauce)
como protectoras ante el desarrollo de hongos debido a sus compuestos terpénicos
(Duke, 1985; Cate, 2000, en Shukla, (2013) y a la presencia de
sulfoxidos/isotiocianatos, que incluye la cebolla, el ajo, la mostaza y los miembros de la
familia brassicaceae.

Aproximadamente 30% de los aceites esenciales que han sido examinados son
inhibidores de bacterias, y mas del 60% de los derivados de los aceites esenciales, han
demostrado ser inhibidores de hongos (Cowan, 1999; Chaurasi & Vyas, 1977; Shaaya
et al., 1997; Shukla et al., 2000; Kumar & otros, 2007; Pandey, 2008, en Shukla, (2013).

Se ha encontrado también que el Syzygium aromaticum (clavo de olor) es
particularmente eficaz, inhibiendo por completo tanto crecimiento de hongos y como la
produccion de micotoxinas (Hitokoto et al., 1980; Mabrouk & EI-Shayeb, 1980, en
Shukla, (2013). Muchas especias como la curcuma (Curcuma spp), albahaca (Ocimum
basilicum L.), mejorana (Marjorana hortensis Moench.), anis (Pimpenella anisum L.),
comino (Cuminum cyminum L.) y cilantro (Coriandrum sativum L.), son capaces de
inhibir completamente la produccién de toxinas, pero soélo inhiben parcialmente el
crecimiento micelial fungico (Hitokoto et al., 1980, en Shukla, (2013). Extractos acuosos
de hierbas medicinales (Ricinus communis, Arnebia nobilis, Nicotiana plumbaginifolia),
también han demostrado que inhiben la produccién de toxinas de Aspergillus flavus.
(Bigrami et al., 1980, en Shukla, (2013). Otros hongos, como, Fusarium solani, F.
phaseoli y Verticillium albo-atrum, han demostrado ser sensibles a los taninos extraidos
de la corteza de varios arboles, incluidos los castanos (Lewis & Papavizas, 1967, en
Shukla, (2013).

Otro estudio confirma la inhibiciéon del crecimiento de hongos en semillas de cilantro e
hinojo vestidas con una concentracion de aceite de cedro del 0,5%. (Dikshit, 1980 en
Shukla, (2013).
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Durante el cribado de los aceites esenciales estudiados por su actividad antifungica
contra el Aspergillus flavus, el aceite esencial de Cymbopogon citratus presentaba
fungitoxicidad. Se encontré que el MIC (minima concentracion inhibitoria), del aceite era
de 1,000 ppm, en el cual mostré su naturaleza fungistatica, amplio espectro fungitéxico,
naturaleza no fitotoxica y superioridad sobre los fungicidas sintéticos. La potencia
fungitoxica del aceite permanecié inalterada durante 7 meses de almacenamiento y tras
la introduccion de altas dosis de indculo del hongo de ensayo. Estos hallazgos indican
asi la posibilidad de explotacién del aceite esencial de C. citratus como un eficaz
inhibidor de hongos de almacenamiento para productos alimenticios, (Mishra & Dubey,
1994).

Otro estudio de aceite y polvo de hojas de Cymbopogon citratus redujo
significativamente el deterioro y la produccion de aflatoxinas en las semillas de melén
sin cascara, inoculado con Aspergillus flavus toxigénico, A. niger, A. tamarii y
Penicillium citrinum, (Bankole & Joda, 2004).

Velasquez, Alvarez, Tamayo & Carvalho (2014), evaluaron y compararon in vitro la
actividad antifungica del aceite comercial de mandarina, (timol y carvacrol), a
concentraciones de 40 y 50 ppm, contra los hongos Penicillium digitatum y P. italicum,
usando el metodo de difusion en agar. Todos los compuestos y aceites evaluados
presentaron un porcentaje de inhibicion entre 50% y 100%, para ambos hongos, siendo
mayor la inhibicién en dosis de 50 ppm.

Se demuestra mediante estudios in vitro y después in vivo, la efectividad de estos
compuestos como inhibidores del crecimiento y desarrollo de varios hongos patégenos
en productos alimentarios almacenados. Con ello se confirma cientificamente y
mediante ensayos rigurosos, que los hongos son muy susceptibles a los aceites
esenciales extraidos de plantas superiores (angiospermas y gimnospermas) ya que la
fraccion de aceite esencial de los productos botanicos es la fraccibn quimica mas
inhibidora del crecimiento y la supervivencia de microorganismos.

e Aceites esenciales como controladores de enfermedades postcosecha en
productos frescos (frutas y verduras)

Una vez que el producto hortofruticola se cosecha, comienza la senescencia de éste
haciéndolo mas sensible al deterioro microbiano. El grado y la velocidad del incremento
de la poblacién de microorganismos depende de la composicién del producto (pH,
agua...), de las condiciones de su desarrollo en el campo, de las condiciones climaticas
de la recogida del material y de las condiciones de manejo postcosecha como
almacenamiento, envasado y transporte principalmente.

Los factores que influyen sobre la microbiota dominante y determinan la clase de
deterioro, son el tipo de contaminacién microbioldgica inicial, las propiedades del
sustrato vegetal y las condiciones ambientales, ya que de por si, todos los vegetales
poseen una microbiota residente en sus pieles que subsiste con pequefisimas
cantidades de carbohidratos, proteinas y sales inorganicas disueltas en el agua
exudada o condensada sobre la superficie del hospedante. Las levaduras y mohos
deteriorativos proliferan mas comunmente en frutas y vegetales debido a sus
caracteristicas inherentes como su bajo pH y baja capacidad reguladora, (Mazzuz,
1996).

Otros factores importantes a tener muy en cuenta, son el manejo de la sanidad del
cultivo durante su desarrollo, la contaminacién de éste por contacto con el suelo, el
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agua utilizada, los animales domésticos y salvajes, el modo de recoleccion del producto
y sus trabajos postcosecha (herramientas desinfectadas, hora de recogida del producto,
tipo de contenedor utilizado, condiciones de almacenamiento...).

Los hongos filamentosos aislados de las hortalizas con mas frecuencia son
Aureobasidium, Fusarium, Alternaria, Epicoccum, Mucor, Rhizopus, Phoma,
Chaetomium y en menor proporcion Aspergillus, Acremonium, Botrytis, Cladosporium,
Penicillium, Sclerotium, Trichoderma, Ulocladium, etc. Algunos de estos hongos son
patdgenos oportunistas, mientras que otros son patégenos verdaderos que invaden el
tejido sano.

En el campo y a lo largo de la cadena de procesamiento, los puntos de contaminacion
son diversos: la microbiota saprobia epifita y del suelo, los frutos, ramas u hojas/frutos
enfermos, envases cosecheros contaminados, la planta de envasado, el agua de
reciclado, las camaras de almacenamiento, desverdizacién o frio, el transporte y la
venta.

La alteracion de las frutas y hortalizas frescas se denomina enfermedad post-cosecha
debido a que son partes vivas de las plantas y aunque éstas suelen poseer defensas
naturales contra la infeccidbn microbiana en su piel y ésta funciona como barrera
protectora, no son capaces de regular la poblaciéon fungica por si solas. También
poseen diferentes acidos organicos, como el acido benzoico o el acido citrico que las
ayuda en su defensa.

Es posible que existan también patégenos “vivos” en los tejidos internos no dafiados del
fruto y que éstos se desarrollen y se inicie la infeccidon. Este tipo de infeccion es
denominada "inactivas" o "latentes", y son aquellas en las que el patdégeno inicia la
infeccién del huésped en algun momento del ciclo (generalmente antes de la cosecha),
pero entra en un periodo de inactividad o de latencia hasta que el estado fisiolégico del
tejido del huésped cambia de tal manera que la infeccidon se retoma. Los cambios
fisiologicos que se producen durante la maduracion de los frutos (produccion de
etileno), son a menudo los desencadenantes o los estimulantes de la reactivacion de
las infecciones inactivas. Ejemplos de enfermedades postcosecha que surgen de
infecciones quiescentes incluyen la antracnosis en varias frutas tropicales causadas por
Colletotrichum spp., en mango y aguacate, y moho gris en fresa causado por Botrytis
cinerea.

Entonces, ya se cuenta con una carga microbioldgica inicial en el producto y hasta
ahora se ha venido controlando mediante productos quimicos de sintesis, los cuales
han demostrado su corta eficacia y todos sus problemas medioambientales y de salud
asociados debido a los dafos producidos por los agentes quimicos.

La consciencia de los efectos perjudiciales de quimicos en la comida, han hecho que la
tendencia del consumidor haya cambiado, por lo que ahora demanda productos mas
frescos y sin conservantes quimicos.

Esto es debido a que se ha asociado el consumo de conservadores quimicos con
intoxicaciones, con alergias, con reacciones en la piel, con precursores de cancer y
otras enfermedades degenerativas, gracias a sustancias como son los benzoatos,
nitritos y nitratos, anhidrido sulfuroso (SO,), entre otros. Esto es lo que ha generado la
necesidad de buscar alternativas de conservacién que cubran las mismas propiedades
antimicrobianas y compatibilidad con el alimento (AIvarez-ParriIIa, 2005, en Rodriguez,
(2011).

En esta busqueda se han encontrado nuevos agentes antimicrobianos de origen
natural, como sustitutos de los tradicionalmente utilizados; los aceites esenciales. Lo
mas dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho antimicrobiano al alimento
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sin afectar su calidad sensorial y seguridad (Beuchat & Golden, 1989, en Rodriguez,
(2011).

Los antimicrobianos continian estando entre los aditivos alimentarios mas importantes
y mayormente utilizados. Actualmente, debido a la demanda por parte del consumidor
de productos frescos minimamente tratados como son las frutas y hortalizas frescas,
cortadas y envasadas bajo diferentes atmdsferas y refrigeradas, estda aumentando el
interés por los antimicrobianos de origen natural para ser utilizados con el fin de
prolongar la vida util y la seguridad para el consumidor (Blanchard, 2000, en Rodriguez,
(2011).

Las tendencias de los consumidores indican su preferencia por alimentos de facil
preparacion, de calidad, seguros, y naturales, que estén poco procesados pero a la vez
tengan una mayor vida util. Las tecnologias de conservacion de alimentos tienen como
reto, obtener productos mas duraderos sacrificando al minimo sus caracteristicas
nutricionales y sensoriales iniciales (Del Valle, 2003, en Rodriguez, (2011).

La actividad antimicrobiana de estos aditivos se debe a que atacan la pared celular,
membrana celular, enzimas metabdlicas, la sintesis de proteina y el sistema génico.
Cada uno de estos puntos, son esenciales para el desarrollo celular, por lo tanto si uno
es atacado o inactivado, la velocidad de crecimiento del microorganismo se ve
minimizada (Davidson y Branen, 1993, en Rodriguez, (2011).

El principal objetivo del procesamiento de alimentos es proveer bienestar al ser humano
por medio de alimentos seguros, nutricionalmente adecuados y cubrir las expectativas
de sabor, aroma, apariencia y mayor comodidad.

En la industria alimentaria existe un considerable interés en los extractos y aceites
esenciales derivados de las plantas debido a su capacidad de controlar el crecimiento
de microorganismos patdégenos tales como Fusarium spp., Alternaria spp., Aspergillus
spp., Penicillium spp y Rhizopus spp., que han sido reportados como agentes
causantes de enfermedades producidas en los alimentos y/o descomposicién de los
mismos (Soliman y Badeea, 2002; Tepe, et. al., 2005; Viuda, 2007, en Rodriguez,
(2011).

Para abordar esto, y obtener productos naturales que provean de estos objetivos
buscados, en los alimentos frescos, se han llevado a cabo, en frutas especificamente
(Tabla 2), numerosos ensayos para probar y demostrar la eficacia de los aceites
esenciales como reguladores y conservadores alimenticios.

Tabla 2: Antimicrobianos utilizados en sistemas modelo a base de frutas. (Raibaudi,
et.al, 2006, en Rodriguez, 2011).

Antimicrobiano Sustrato Efecto CMI (ppm)/CU Referencia
Sistemas Inhibicion del la tasa de crecimiento Lopez, et. al.,
Vainillina modelo de agar radial de 1000-2000 1995.

abase de frutas  colonias de especies de Aspergillus
Eugenol, timol, mentol y Inhibicion  del  crecimiento  de 1 ml en forma de vapor Serrano, et. al.,

eucaliptol Cerezas bacterias aerobias mesoéfilas, mohos y  (aplicado en gasas  2005.
levaduras humedecidas
con el aceite esencial)
Carvacrol y acido Melén fresco Reduccion de los recuentos de Roller y
Cinnamico cortado y kiwi microorganismos Seedhar, 2002
viables en kiwi y extension de la fase 1mM

lag de la flora microbiana natural en
melon

Aceite de mandarina, Ensalada Aumento de la vida de anaquel y Lanciotti, et.

sidra, limon y lima de frutas reduccion del al., 2004
crecimiento microbiano

Metil Jasmonato Guayaba Incremento de la tolerancia contra el Gonzalez, et.
ataque de patogenos al., 2004.

Metil Jasmonato Fresa fresca Deterioro del deterioro fingico y Ayala, et. al.,

y etanol aumento 2005.

de la capacidad antioxidante
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Roller & Seedhar, (2002) llevaron a cabo ensayos de diferentes aceites esenciales
sobre el nivel de la poblacidon de la flora naturalmente presente en meléon y kiwi.
Lanciotti et al., (2004) vieron que la aplicacion de aceites esenciales de mandarina,
cidra, limoén y lima, aumentaron la vida util en las ensaladas de frutas y redujeron la
carga microbiana, sin alterar las caracteristicas sensoriales del producto.

Por otro lado se ha observado variaciones del efecto de los aceites esenciales de dos
clones de tomillo en el control de Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer tanto en medio
PDA como en fresas. La diferencia de inhibicion y de control del desarrollo en la
pudricion de la fresa entre ambos clones, se debié a la diferente composicién quimica
de los aceites. (Bhaskara-Reddy, Angers, Gosselint & Arul, 1997).

Se han visto resultados interesantes sobre la actividad antifungica del aceite de laurel,
obtenido por un proceso semi-industrial (SFE-CO2), contra tres hongos fitopatégenos
como Boftrytis cinerea, Monilinia laxa y Penicillium digitatum in vitro e in vivo, sobre
frutas de kiwi, melocotén, naranjas y limones, mostrando inhibicion del crecimiento
micelial en los tres hongos, completa en M. laxa y B. cinerea y parcial en P.digitatum.
Se encontré muy buena actividad antifungica en kiwis y melocotones cuando se coloco
el aceite antes de la inoculacion del patégeno en las heridas creadas artificialmente en
su piel. La aplicacion del aceite no causo ningun efecto fitotoxico y mantuvo el sabor de
la fruta, fragancia y sabor. (De Corato, Maccioni, Trupo & Di Sanzo, 2010).

Los aceites esenciales del orégano (Origanum syriacum L. var. bevanii), lavanda
(Lavandula stoechas L. var. stoechas) y romero (Rosmarinus officinalis L.), fueron
investigados frente a B. cinerea en placas de PDA, y se evaluaron los efectos de
contacto y de fase volatil de los aceites esenciales, siendo los efectos de fase volatil de
los aceites mas efectivos. Los ensayos en vivo en invernadero sobre plantas de tomate
con aceite esencial de orégano mediante rociamiento, dieron como resultado una buena
proteccién, especialmente como tratamiento curativo cuando se aplica dentro de las 24
horas posteriores a la inoculacién. Este estudio demuestra que los aceites esenciales
son agentes antifungicos potenciales y mas eficientes que los tratamintos quimicos
usados como control. (Soylu, Kurt & Soylu, 2010).

Estos estudios con aceites esenciales aplicados a frutas y verduras y muchos otros
gue no se citan, son los que respaldan su posible uso como agentes conservadores.
Aparte de estos efectos en los hongos, y bacterias, también ejercen otro tipo de
proteccion frente a plagas de insectos mediante varias acciones como repelentes,
insecticidas, inhibidores de crecimiento, antialimentarios... y ayudan a la planta a un
mejor desarrollo fisioldgico.

e Aplicacion de aceites esenciales en envases inteligentes.

En la actualidad debido al modo y ritmo de vida, de las necesidades diarias, del cambio
en el numero de la unidad familiar, e incluso del despertar consciente de los riesgos que
acarrea para la salud el uso de quimicos ingeridos en los productos alimenticios, los
envases tienen un rol muy importante en la conservacion, proteccién y comercializacién
de los alimentos como ultimo eslaboén de la cadena.

Es por ello que se han desarrollado y se siguen desarrollando nuevas tecnologias que
puedan cubrir ciertas funciones que antes no se consideraban en el envase.

Un ejemplo de esto son los envases activos, los cuales son capaces de establecer una
serie de interacciones con el producto, proporcionando inocuidad, extendiendo la vida
de éste, manteniendo la calidad y mejorando la seguridad y atributos organolépticos
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Este tipo especifico de envases cuyo componente principal es plastico, son los envases
por emision, en los cuales, la tecnologia (agentes antimicrobianos), afade los
compuestos deseados y este caso concreto aceites esenciales dentro del envase para
proteger y mejorar la calidad del producto. Los sistemas de emisién de antimicrobianos
se usan en envases para cereales, frutas y hortalizas, entre otros productos
alimentarios.

Se han desarrollado (Avila-Sosa et al., 2010, en Martinez-Tenorio & Lépez-Malo,
(2011), peliculas comestibles de amaranto, almidén y quitosano adicionadas con aceite
esencial de orégano para inhibir el crecimiento de Aspergillus niger y Penicillium spp.
En otro trabajo, (Nielsen y Rios, 2000, en Martinez-Tenorio & Lépez-Malo, 2011),
investigaron el efecto de los componentes volatiles de diversas especias y hierbas
como la canela, ajo, mostaza, orégano en peliculas comestibles sobre la inhibicién de
Penicillium comuna, P. roquefori, Aspergillus flavus y Endomyces fibuliger, en productos
de panificacion. Otro ensayo con buenos resultados se ha realizado con fresas y con
aceite esencial de tomillo frente a Boltrytis cinerea y Rhizopus stolonifer, en envases
plasticos con disco embebido y sellados para evitar pérdidas de compuestos volatiles.
(Bhaskara-Reddy et al., 1997).

Se podria afirmar que el uso de los aceites esenciales en forma de vapor en el
contenido del envase, cumplen con la actividad necesaria antimicrobiana requerida para
el control de la carga, su inhibicién y que éstos no alteran el sabor ni las propiedades
del alimento en cuestién, aunque se ha de seguir investigando.

e Aplicacion de Aceites Esenciales como antioxidantes alimentarios

Los antioxidantes sintéticos se anaden a los alimentos para inhibir la oxidacion de
lipidos y de otros compuestos como vitaminas. Cada vez, mas consumidores estan
preocupados por la seguridad de los alimentos y por los efectos potenciales que los
aditivos sintéticos provocan en la salud. La sospecha de que los antioxidantes sintéticos
pueden dar lugar a carcinogenicidad ha dado lugar a una disminucién de su uso.

Una tendencia hacia el uso de "aditivos alimentarios naturales” en la industria
alimentaria ha sido evidente desde hace bastante tiempo como resultado de la
demanda del consumidor. Los aceites esenciales pueden servir como antioxidantes
naturales potenciales, ya que puede utilizarse para prevenir la oxidacién de lipidos en
los alimentos al igual que otros compuestos.

Los fenoles contenidos en ellos, son compuestos organicos, que estan formados por un
grupo hidroxilo que puede ser donado a los radicales libres, previniendo asi que otros
compuestos se oxiden.

La actividad antioxidante esta generalmente relacionada con el principal compuesto
activo en el aceite esencial como eugenol en clavo de olor, carvacrol en orégano, timol
en el tomillo y B-citronellol o B-citronellal en citronela.

Otros compuestos antioxidantes en los aceites esenciales como terpineno, camforo,
acetato de bornilo, eucaliptol, y metilchavicol han sido reportados por mostrar actividad
antioxidante, pero sus cantidades eran probablemente demasiado bajas para exhibir
propiamente esta actividad.

La actividad antioxidante del aceite esencial, varia en funcion del tipo de aceite del que
se trate. El acido ascorbico (Vitamina C), tocoferoles (Vitamina E) y acido citrico son los
antioxidantes naturales comerciales mas importantes y que mas usan en la industria
alimentaria, (Halliwell, Murcia, Chirico & Aruoma, 1995).
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2.2.3. Efectos bioldgicos de los metabolitos en los patégenos flingicos:

Los aceites esenciales son una fuente muy rica y muy diversa de diferentes
compuestos quimicos con diferente bioactividad y amplia sinergia entre sus
componentes, lo que produce un mayor control sobre el desarrollo fungico y magnifica
sus propiedades.

Se sabe que el mecanismo de ataque de los antimicrobianos dentro de una célula se
lleva a cabo en partes y/o en funciones importantes para la supervivencia de ésta;
puede llevarse a cabo en la pared celular, membrana celular, en la sintesis de proteina,
en su genética.

De varios de los antimicrobianos no se conoce aun su modo de accién, pero al actuar
de forma diferente, las combinaciones de éstos pueden resultar en sinergias.

Existen pocos estudios enfocados a comprender el mecanismo involucrado en la
inhibicidn microbiana por aceites esenciales, sin embargo, se sabe que los terpenoides
ejercen su accion inhibitoria debido a la alteracion de las funciones membrana en sus
células. Cumarinas y alcaloides se cree que inhiben el crecimiento de microorganismos
afectando a su nivel genético. (Hoult & Paya, 1996; Rahman & Chaudhary, 1995;
Shukla, 2010 en Shukla, (2013).

Los componentes activos de los aceites esenciales pueden variar en su composicién,
ya que ésta puede verse afectada por ciertas variables como el genotipo de la planta,
las diferentes metodologias de extraccidn, localizacion geografica, asi como las
condiciones ambientales y agronomicas (Smid y Gorris, 1999).

En muchos casos los antimicrobianos pueden no tener ningun efecto hasta que se
rebasa una concentracion critica. Juven et al., (1994) utilizaron extractos de tomillo a
diferentes concentraciones para tratar de inhibir Salmonella typhimurinum, vy
encontraron que habia una concentracion critica donde el extracto tenia efecto, y a
concentraciones menores no habia actividad antimicrobiana. La interpretacion de estos
investigadores a este fendbmeno fue que los compuestos fendlicos sensibilizan la
membrana celular, y al saturarse los sitios de accion, la célula sufre un dafio grave,
provocando que se colapse la membrana (Raibaudi, et, al., 2006).

Un estudio llevado a cabo in vitro e in vivo sobre las actividades antifungicas de varias
plantas sobre Boftrytis cinerea en plantas de tomate, muestra bajo observacion con
microscopio electrénico de barrido en placas PDA que la germinacion de esporas vy el
alargamiento del tubo germinal fueron inhibidos por los aceites esenciales probados,
causando degeneraciones morfologicas (Figuras 22y 23) considerables de las hifas
fungicas como la coagulacion citoplasmatica, vacuolaciones, marchitamiento de hifas,
fugas de protoplasto y pérdida de conidiacion.
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Otro estudio donde se demuestran los efectos bioldgicos del aceite esencial de Asarum
heterotropoides (variedad mandshuricum) contra Phytophthora cactorum, se concluye
que el aceite tiene un amplio espectro antifitopatogénico, y que el metileugenol es el
responsable principal de la bioactividad del aceite gracias a los cambios que produce en
la ultrastructura micelial, (Yang, Hai-Yan, Wei-Wei & Shi-Lin, 2010).

2.2.4. Toxicologia de los metabolitos:

La rapida accion de los aceites esenciales contra algunas plagas de insectos es
indicativa de un modo de accion neurotdxico, y hay evidencia de interferencia con el
neuromodulador octopaminérgico en los insectos por parte de algunos aceites.

Los componentes terpenoides purificados de los aceites esenciales son
moderadamente tdxicos para los mamiferos en contadas excepciones. Se adjunta una
tabla en la que se presentan los datos (Tabla 3). Los aceites en si o los productos
basados en aceites son en su mayoria no téxicos para los mamiferos, las aves y los
peces (Stroh, Wan, Isman & Moul, 1998), por lo tanto, se justifica su denominacion bajo
"pesticidas verdes" o “biopesticidas”.

Gracias a la gran volatilidad de sus componentes constitutivos, la persistencia de éstos
en condiciones de campo es limitada. Por ello, la fauna auxiliar no es afectada por
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residuos permanentes toxicos que quedan en el cultivo, en la tierra y en el agua, como
ocurre con los pesticidas de sintesis, siendo éstos, altamente perjudiciales para los
seres vivos sin excepcién, acumulativos en toda la cadena trofica, residuales, no
renovables y creadores de resistencias en los microorganismos.

Tabla 3: Toxicidad en mamiferos de componentes de aceites esenciales. (Stroh et al.,

1998)
Compound Animal tested Route LD, (mg/kg)
2-Acetonaphthone Mice Oral 599
Apiol Dogs Intravenous 500
Anisaldehyde Rats Oral 1510
trans-Anethole Rats Oral 2090
(+) Carvone Rats Oral 1640
1.8-Cineole Rats Oral 2480
Cinnamaldehyde Guinea pigs Oral 1160
Rats Oral 2220
Citral Rats Oral 4960
Dillapiol Rats Oral 1000-1500
Eugenol Rats Oral 2680
3-Isothujone Mice Subcutaneous 4422
d-Limonene Rats Oral 4600
Linalool Rats Oral 1000
Maltol Rats Oral 2330
Menthol Rats Oral 3180
2-Methoxyphenol Rats Oral 725
Methyl chavicol Rats Oral 1820
Methyl eugenol Rats Oral 1179
Myrcene Rats Oral 5000
Pulegone Mice Intraperitoneal 150
Y-terpinene Rats Oral 1680
Terpinen-4-ol Rats Oral 4300
Thujone Mice Subcutaneous 87.5
Thymol Mice Oral 1800
Rats Oral 980

La utilizacion de aceites esenciales, con pleno conocimiento de su uso y objetivo
concreto a alcanzar, eleccion del tipo de aceite en funcién de sus propiedades, su modo
de accidén mas efectivo (protector o curativo), época de aplicacion en el cultivo, modo de
aplicacion (contacto directo o mediante vapores del aceite), en el momento preciso y en
sus concentraciones adecuadas, proporciona datos mas que alentadores sobre el uso
de este tipo de productos naturales para el control de enfermedades y plagas en los
cultivos, como protectores alimentarios e incluso mejoradores de las propiedades
nutritivas de los alimentos como adicionadores de antioxidantes.

2.2.5. Aceite esencial Melisa: Propiedades, composicion y aplicaciones

Melissa officinalis L., miembro de la familia de las Lamiaceas, es una de las especies
mas importantes dentro de las plantas medicinales.

El Balsamo de limén o toronjil, como coloquialmente se denomina, es una planta
perteneciente a la flora endémica de la regién mediterranea, Europa y Africa
septentrional, que se extiende hacia el este hasta El Caucaso y el norte de Iran. Sus
tipos salvajes se dan en todos paises mediterraneos y en la parte sur de los Alpes. Esta
planta se ha utilizado en la medicina tradicional desde la antigiedad hasta nuestros
tiempos. Paracelso, médico y quimico suizo, (1493-1541), preparé ténicos llamados
"elixir de la vida"; el escritor inglés John Evelyn (1620-1706), describi6 esta planta como
la "gobernante del cerebro, fortalecedora mental y liberadora de melancolia" aparte de
mejorante del corazoén. Su aceite esencial era llamado el "lider de los aceites" en
hebreo.

El aceite esencial de toronijil, obtenido a partir de las flores secas, hojas y ramas de esta
planta por destilacion de vapor de agua o mediante extraccion quimica, ofrece un olor
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caracteristico a limén fresco y color amarillo claro, siendo la viscosidad de su aceite
mas ligera que la del agua.

Los principales componentes del aceite esencial son: 39% citronellal, 33% citral
(geranial, neral) y 2% de geraniol. Ademas, este aceite contiene variados compuestos
en baja proporcion y todos ellos pueden variar en porcentajes y en formulacién, en
funcién del ecotipo de la planta, ya que son muchos parametros los que influyen en la
composicion y el rendimiento de los aceites esenciales, como la intensidad de la luz y
los nutrientes, la temperatura, la practica cultural, genotipo, edad parcial de la planta,
época de cosecha y numero de cortes.

Se utiliza tradicionalmente como sedante suave, agente espasmolitico y antimicrobiano.
Los resultados de muchas investigaciones clinicas han demostrado que el aceite
esencial del balsamo de limén, se puede utilizar en el tratamiento de la enfermedad de
alzheimer, como antioxidante contra los efectos negativos de los radicales libres, como
agente antitumoral y tiene un efecto positivo sobre el sistema inmunoldgico y el estrés.

Esta muy presente en la industria de perfumeria y cosmética, debido al hidrolato de su
aceite esencial, (Bahtiyarca-Bagdat & Cosge, 2010).

En lo que se refiere al sector alimenticio, el aceite esencial de melisa y sus extractos
(M. officinalis subsp. officinalis y de M. officinalis subsp. inodora) pueden ser utilizados
como antioxidantes alimenticios (Marangui et al., 2004; Mimica et al., 2003; en
Bahtiyarca-Bagdat & Cosge, 2010), ya que se han descrito capacidad antimicrobiana y
de eliminacion de radicales libres (RSC). La actividad antimicrobiana se probé contra 13
cepas bacterianas y seis hongos. El aceite esencial examinado presentaba una gran
fuerza RSC; los compuestos mas potentes fueron aldehidos monoterpénicos y cetonas
(neral/geranico, citronellal, isomenthone, y menthone) y mono- y sesquiterpeno (E-
cariofileno). La actividad antibacteriana mas efectiva se expresé en un cepa
multiresistente de Shigella sonnei. Se exhibié actividad antifungica en especies de
Trichophyton. También gracias a su actividad antimicrobiana, se encontr6 ser eficaz en
la inhibicion del crecimiento de los hongos descomponedores de los alimentos.

2.2.6. Aceite esencial de Citronela: Propiedades, composicién y aplicaciones

El género Cymbopogon (Familia Poaceae) es conocido por sus aceites esenciales de
inmensa importancia comercial en aromas, fragancias, cosméticos, perfumeria,
jabones, detergentes y productos farmacéuticos. El género comprende alrededor de
140 especies de las cuales la mayoria son aromaticas y producen un aceite esencial a
partir de la destilacién por vapor de sus partes aéreas entre otras.

Algunas de las especies mas importantes de este género son:

- Cymbopogon flexuosus Stapf. (Lemongrass de las Indias Orientales)

- Cymbopogon citratus DC Stapf. (Limoncillo de las Indias Occidentales)
- Cymbopogon nardus (L)

- Cymbopogon winterianus Jowitt (citronela)

- Cymbopogon martinii Roxb. (palmarosa)

- C. nardus x C. jwarancusa (jamarosa hibrido)

Los aceites esenciales de las especies de Cymbopogon se componen principalmente
de fracciones de monoterpenos; varios informes revelan la presencia de citral (mezcla
de geranial y neral), geraniol, citronellol, citronellal, linalool, elemol, 1,8-cineole,
limoneno, B-caryophyllene, metil heptenona, acetato de geranilo y formiato de geranilo,
en los aceites esenciales de diferentes especies con variaciones marcadas.

Alumno: Ana M? Arribas Fernandez
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia). E.T.S. Ingenierias Agrarias

Titulacion: Master en Ingenieria Agronémica 37



“Evaluacion de aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo como agentes de biocontrol de hongos necrotrofos in
vitro e in vivo”.

Il. INTRODUCCION

Ademas, los componentes de los aceites esenciales estdn muy influenciados por las
condiciones genéticas, ambientales y geograficas. Los aceites esenciales de las
especies de Cymbopogon se biosintetizan en las hojas de crecimiento rapido y se
almacenan en células oleosas especificas en los tejidos del parénquima, (Kumar,
Srivastava & Dubey, 2007).

Los aceites esenciales de los miembros del género Cymbopogon se extraen
generalmente por vapor o hidrodestilacion de las partes aéreas, tales como hojas e
inflorescencias en el aparato Clevenger.

Producen un aceite esencial con un aroma caracteristico debido a la presencia de
importantes fracciones de monoterpenos. El aceite de Cymbopogon flexuosus (hierba
limén de las Indias Orientales) es de color amarillo a marrdn rojizo y el olor es potente
como el del limén, mientras que el de C. martinii (palmarosa) y C. flexuosus mutant,
tiene un aroma a rosas debido a la mayor proporcién de geraniol.

En los ultimos afos se han investigado las composiciones quimicas de C. flexuosus, C.
citratus, C. martinii, C. winterianus, C. nardus, C. giganteus, C. schoenanthus y C.
parkeri y se han evaluado sus actividades biolégicas, (Kumar et al., 2008).

Una serie de informes publicados en los ultimos afos han descrito varias bioactividades
novedosas, como alelopaticos, antihelminticos, antiinflamatorios, anticancerosos,
antioxidantes y repelencia a los insectos y mosquitos por parte del género
Cymbopogon; entre las diversas especies, C. citratus ha sido reconocida como la mas
prometedora ya que el aceite esencial de esta especie ha exhibido una gran variedad
de bioactividades interesantes y novedosas. Esta informacién se presenta en la tabla a
continuacion (Tabla 4).

Tabla 4: Bioactividadesdel aceite esencial de Cymbopogon, constituyentes y extractos.
(Ganjewala, 2009).

Cymbopogon species essential oil MIC/IC_ value biological activity

Cymbopogon citratus Stapf. Essential oil 126.5 and 15.5 pg/ml Anti-proliferative

Cymbopogon citratus Essential oil and N.D. Allelopathic
components

Cymbopogon citratus Essential oil 1.0 - 1.5 pl/ml Antifungal

Cymbopogon citratus Essential oil 1.0- 3.0 pl/ml Antiyeast

Cymbopogon citratus Essential oil, citral 100 pg/ml Antifungal

Cymbopogon citratus Essential oil 1.0 - 1.5 pl/ml Antifungal

Cymbopogon citratus Essential oil and [-10 g/100 g seedsand  Antifungal
powder 0.1 to 1.0 ml/100 g seeds

Cymbopogon citratus Lemon grass extract 100 mg/kg body weight ~ Anticancer

Cymbopogon citratus
Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus
Cymbopogon citratus
Cymbopogon citratus
Cymbopogon citratus

Citral

Methanol, water
infusion & decoction

Essential oil
Essential oil
Essential oil

Fresh leaf aqueous
extract

2225 M
50-100 pg/ml

50-200 mglkg
N.D.

0.5- 1.0 g/kg
125-500 mg/kg

Inducer of caspase-3 in
tumor cell lines

Free radical scavenging
and antioxidant

Antinociceptive effect
Anxiolytic
Neurobehavioral effect

Hypoglycemic and
hypolipidemic
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Continuacion Tabla 4.

Cymbopogon species

essential oil

MIC/IC  value

biological activity

Cymbopogon citratus
Cymbopogon citratus

Cymbopogon flexuosus (Nees ex
Steud) Wats

Cymbopogon flexuosus

Cymbopogon martini Roxb.
Cymbopogon martini
Cymbopogon martini

Cymbopogon martini
Cymbopogon martini

Cymbopogon martini
Cymbopogan martini var. sofia
Cymbopogon schoenanthus (L.)
Spreng.

Cymbopogon schoenanthus

Cymbopogon schoenanthus
Cymbopogon winterianus Jowitt
Cymbopogon winterianus
Cymbopogon winterianus
Cymbopogon winterianus
Cymbopogon winterianus
Cymbopogon nardus
Cymbopogon densiflorus Steud.
Cymbopogon nervatus Stapf.

Citral
Lemongrass infusion

Essential oil

Essential oil,
isointermedeol

Essential oil
Essential oil, geraniol
Oil extract

Essential oils
Essential oil

Essential oil
Essential oil

Essential oil

Essential oil,
piperitone
Essential oil
Essential oil
Essential oil
Essential oil
Citronella extract
Citronellal
Essential oil
Essential oil

Essential oil

60 mg/kg body weight
N.D.

4.2 to 79 pg/ml
30 and 20 pg/ml

0.1%

66.7 pg/ml

N.D.

150 and 500 ppm

150 and 500 ppm

N.D.
I ml
0.47 mg/ml

1.6 pl/l and 2.7 pl/l

33.3 pll

100- 400 mg/kg

N.D.

1-10 pl/mi

0.2 g/m? of carton board
2.5 mM

800 mg/l

N.D.

N.D.

Anti-clastogenic

In the treatment of oral
thrush in HIV/AIDS

Anticancer
Anticancer

Antimicrobial
Anthelmintic
Insecticidal

Antifungal activity
dermatophytes

Antifungal activity
dermatophytes

Anthelmintic activity
Repellent

Antioxidant
Antiacetylcholineesterase

Insecticidal

Insecticidal
Anticonvulsant
Insecticidal/ repellent
Antimicrobial

Insect repellent
Phytotoxicity
Antifungal
Antibacterial activity

Antibacterial

N.D. = not detected

De Billerbeck et al., 2001, en Ganjewala, 2009, estudiaron el efecto del aceite esencial
de C. nardus sobre el crecimiento de Aspergillus niger con resultados positivos en
control. Posteriormente, Helal et al., 2006, en Ganjewala, 2009, describieron una
propiedad antimicética del aceite esencial de C. citratus que generaba el bloqueo de la
produccion de aflatoxina B en A. niger. También ha mostrado actividades inhibitorias
significativas contra varios hongos filamentosos, como Alternaria alternata, Aspergillus
niger, Fusarium oxysporum y Penicillium roquefortii, Aspergillus flavus, A. niger, A.
tamarii y Penicillium citrinum, (Irkin & Korukluoglu, 2009, en Ganjewala, 2009). El
aceite esencial de C. parkeri ha mostrado una actividad sustancial contra los hongos
fitopatégenos, como Rhizoctonia solani, Pyricularia orizea y Fusarium oxysporum,
(Hajieghrari, Mohmmasdi MR &Hadian, 2006, en Ganjewala, 2009).

Actividades antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias con la capacidad de eliminar los radicales libres y los
aceites esenciales de las especies de Cymbopogon han demostrado esta capacidad
aunque aun no han sido suficientemente evaluadas. El aceite esencial de C.
schoenanthus L. (Spreng.) ha demostrado la capacidad de eliminar los radicales libres y
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también la actividad anti-acetilcolinesterasa, por lo que se cree que es un antioxidante
fuerte. Cymbopogon schoenanthus se consume en ensaladas y se utiliza para preparar
recetas tradicionales de carne en Tunez por ejemplo.

Actividades alelopaticas, repelentes y antihelminticas

Estudios cientificos han revelado muchas actividades biolégicas utiles tales como
actividades antiinflamatorias, anticancerigenas y alelopaticas. Por otra parte hay varios
estudios que confirman el control sobre insectos de almacén como por ejemplo, el
aceite esencial de C. martinii (palmarosa) se utiliza como fumigante para controlar
escarabajos como Callosobruchus chinesis y Tribolium castaneum, que crecen en el
grano almacenado. Del mismo modo, las propiedades repelentes de insectos de C.
winterianus (citronella) se utilizan para proteger de los escarabajos las cajas de carton
que contienen muesli y germen de trigo, (Wong, Signal, Campion, & Motion, 2005). El
aceite esencial de Cymbopogon schoenanthus funciona como un aleloquimico y se
utiliza para controlar el desarrollo de Callosobruchus macula en el ganado vacuno. La
piperitona, uno de los principales componentes quimicos del aceite esencial, ha
demostrado ser mas eficaz que el propio aceite, para las larvas neonatales.

El aceite de palmarosa es seguro para el uso humano y por lo tanto se recomienda para
la proteccion contra la malaria debido a su potente accién repelente contra los
mosquitos. Tambien demostré una actividad antihelmintica significativa contra el
nematodo Caenorhabditis elegans, y contra el gusano de tierra indio Pheretima
posthuma que causa paralisis y muerte en poco tiempo.

El aceite esencial de Citronela mostré efectos inhibitorios significativos sobre el
crecimiento de varias especies de malezas como Ageratum conyzoides, Chenopodium
album, Parthenium hyterophorus, Malvastrum coromendelianum, Cassia accidentalis y
Phalaris minor. La aplicacion post-emergencia de citronela ha sido igualmente eficaz y
causa clorosis, necrosis, marchitez y finalmente la muerte de las malas hierbas, (Singh,
Batish, Kaur, Kohli & Arora, 2006, en Ganjewala, 2009).

2.2.7. Aceite esencial de Sandalo: Propiedades, composicién y aplicaciones

La especie Santalum album es un arbol semiperenne, hemiparasito, y es conocido
generalmente como sandalo. Es originario de la zona humeda del sur de la India, donde
los bosques de sandalo son explotados para su utilizacién en perfumes, jabones vy
medicina tradicional. . En la actualidad se planta en China, Sri Lanka, Indonesia,
Malasia, Filipinas y el norte de Australia. Es un arbol de hoja perenne que alcanza un
tamano de 4 a 9 metros de altura y puede vivir hasta los cien afnos de edad.

La planta parasita las raices de otras especies de arboles, con un haustorio adaptado
en sus propias raices, pero sin gran perjuicio para sus anfitriones. Un ejemplar no forma
una obligada relacién con determinados arboles, ya que hasta 300 especies (incluyendo
la suya propia) pueden albergar el desarrollo del sandalo suministrandole
macronutrientes como fésforo, nitrégeno, potasio, y sombra especialmente, durante las
primeras fases de desarrollo.

El aceite de sandalo se acumula en el duramen sélo tras 30 afos de crecimiento en
condiciones naturales. El rendimiento y la composicion del aceite esencial esta
fuertemente influenciado por la edad del arbol, el color del duramen, la maduracion del
organo, el arbol individual, la ubicacién dentro del arbol y las senales ambientales y los
factores genéticos de las plantas.
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Ademas de su uso en perfumeria, cosmética y aromaterapia, el sandalo y su aceite han
demostrado una amplia gama de actividades farmacoldgicas.

S. album ha sido extensamente estudiado y su aceite han mostrado varios efectos
bioldgicos que van desde antibacterianos hasta anticancerigenos. A continuacion se
enumeran algunas de las actividades farmacoldgicas del sandalo y de su aceite
esencial:

o Actividad hepatoprotectora

e Efectos en el Sistema Nervioso Central: potenciador de la memoria, reductor del
estrés, depresién, miedo, agotamiento nervioso, ansiedad, incomodidad, e insomnio
por su efecto calmante y relajante.

o Actividad antiulcerosa al inhibir efectivamente la ulceracion gastrica inducida fisica
(estrés) y quimicamente.

¢ Actividad antibacteriana eficaz contra Staphylococcus aureus y especies de Candida,
Helicobacter pylorl. Bacillus mycoides y Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella
typhi, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa y altamente activa contra
Candida albicans.

e Actividad antifungica: Se ha reportado que el aceite de sandalo posee actividad
antifungica contra el Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes y T. rubrum.

e Actividad insecticida: El aceite de sandalo actia como repelente contra Varroa
Jjacobsoni en las colonias de abejas meliferas por lo que es usado como acaricida.
Tambien es activo contra Tetranychus urticae.

¢ Actividad antivirica

¢ Actividad antioxidante

¢ Actividad anticancerigena

¢ Actividad antipirética

¢ Actividad antiinflamatoria

(Kumar, Anjum & Tripathi, 2017).

2.3. Control Biolégico

Actualmente se admite de forma generalizada la definicion de control bioldgico
enunciada por Baker y Cook (1974) hace mas de 30 afios como “la reduccion de la
densidad o de las actividades productoras de enfermedades de un patégeno o parasito,
en su estado activo o durmiente, lograda de manera natural o a través de la
manipulacién del ambiente, del hospedante o de antagonistas del patégeno o plaga que
se quiere controlar’. Se trata de una definicion muy amplia que abarca practicamente
todo tipo de control aparte del quimico.

Una definicidn mas concreta dado por los mismos autores, para control bioldgico es “la
disminucion de inéculo o de la gravedad de la enfermedad provocada por un patdégeno,
mediante la utilizacion de uno o varios organismos vivos” (Baker & Cook, 1974).

Los mecanismos mediante los cuales los organismos vivos pueden ejercer un
antagonismo frente a hongos patdégenos son variados, pudiendo estos actuar individual,
simultanea o sinérgicamente. Estos mecanismos, pueden resumirse en antibiosis,
proteccion fisica, competicion, hiperparasitismo y resistencia inducida.

¢ Antibiosis se entiende es el antagonismo ejercido por metabolitos antimicrobianos
que pueden ser producidos tanto por el antagonista como por la planta hospedante.
En general la antibiosis no ha sido explotada con demasiado éxito en el control de
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hongos patdgenos del suelo debido a la falta de conocimientos sobre la aplicacion de
la fungistasis (inhibicién del crecimiento de hongos, esporulacién o germinacién de la
espora pero no la muerte), a las practicas de cultivo y en algunos casos como
Fusarium, los patdégenos evolucionan superando estos obstaculos quimicos (Van
Etten et al., 1989)

¢ Proteccion fisica, la originan los hongos ectomicorricicos (micorrizas), y otros
habitantes de la rizosfera, proporcionan proteccion a las plantas mediante el efecto de
una barrera fisica entre la raiz de la planta y los patégenos como consecuencia de la
presencia de un manto fungico alrededor de las raices (Marx, 1972, 1973).

e Competencia es otro mecanismo en el que se basa el control biolégico. Se define
como el desigual comportamiento de dos o mas organismos ante un mismo recurso,
siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de los organismos reduzca la
cantidad disponible por los demas (Jarvis, 1998). Un factor esencial para que exista
competencia es que haya escasez de un elemento, si hay exceso no hay
competencia. La competencia mas comun es por nutrientes, oxigeno o espacio (Vero
y Mondino, 1999).

¢ Hiperparasitismo consiste en el parasitismo de un parasito por otro organismo. La
explotacién del hiperparasitismo para el control biolégico supone la alteracion de las
condiciones ambientales a favor del hiperparasito o la aplicacion de inéculo como
pesticida biologico. Por todo ello, es imprescindible conocer tanto la ecologia del
hiperparasito como la de sus antagonistas presentes de manera natural (Jarvis,
1998).Generalmente se ven implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas,
celulasas, B-1-3-glucanasas y proteasas que lisan o digieren las paredes del hongo
(Melgarejo, 1989: Ulhoa 1996, en Arroyo, 2015).

¢ Resistencia Inducida en las plantas mediante aislados no patogénicos o patdégenos
poco virulentos incluso micorrizas. El método consiste en que plantas que han sido
inoculadas previamente con estos microorganismos, desarrollen defensas que frenen
un posterior ataque del patégeno (Larkin et al., 1996, en Arroyo, 2015).

Ninguno de estos mecanismos puede considerarse como una técnica general de
proteccion sino que varios mecanismos actuan simultaneamente en la eliminacion de la
enfermedad (Alves-Santos & Diez, 2011).

El futuro el uso de control biolégico como parte del Manejo de plagas debe ir en
ascenso debido al incremento en el nimero de plagas resistentes a los insecticidas,
contaminacion del medio ambiente y el incremento de las regulaciones que prohiben el
uso de productos quimicos debido a los residuos en los alimentos.

Esto anima a la industria de control biolégico para continuar el trabajo con el apoyo de
muchos grupos de la sociedad tanto del mundo de los negocios y la empresa, como del
mundo académico y de la comunidad cientifica. El futuro de la gestion de plagas y
enfermedades tanto desde un punto de vista agrondmico como forestal deberia
convertirse en un programa integrado, en el que el control biolégico tendra un papel
destacado. Este enfoque requiere de la colaboracién de muchos investigadores y
profesionales asi como del apoyo de la sociedad con el fin de lograr la calidad de los
productos que los consumidores demandan; la rentabilidad que necesitan los
productores agricolas y forestales; y los agentes de control biolégico que reporten
beneficios a la industria que los fabrica.
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2.3.1 Situacion actual: Consecuencias del uso de pesticidas quimicos y
perspectivas de cambio.

Los problemas ambientales causados por el uso excesivo de plaguicidas han sido y son
motivo de preocupacién tanto para los cientificos como para el publico en general en los
ultimos afios.

Se calcula que cada afno se utilizan alrededor de 2,5 millones de toneladas de
plaguicidas en los cultivos y que los dafios causados por el uso de éstos ascienden a
100.000 millones de délares anuales. Las razones de esto son dos: la elevada toxicidad
y las propiedades no biodegradables de los plaguicidas y los residuos en el suelo, en
los recursos hidricos y en los cultivos, afectando a la salud publica.

Asi, por un lado, hay que buscar los nuevos plaguicidas altamente selectivos y
biodegradables para resolver el problema de la toxicidad a largo plazo, y, por otro, hay
que estudiar los plaguicidas respetuosos con el medio ambiente y desarrollar técnicas
gue puedan utilizarse para reducir el uso de plaguicidas manteniendo al mismo tiempo
el rendimiento de los cultivos.

Los productos naturales son una excelente alternativa a los pesticidas sintéticos como
medio para reducir los impactos negativos sobre la salud humana y el medio ambiente.
El paso a los procesos de quimica verde y la continua necesidad de desarrollar nuevas
herramientas de proteccién de cultivos con nuevos modos de acciéon hacen que el
descubrimiento y la comercializacién de productos naturales como los plaguicidas
verdes sea una actividad atractiva y rentable que llama la atencién. El concepto de
"Plaguicidas Verdes" se refiere a todo tipo de materiales beneficiosos que pueden
contribuir a reducir la poblacion de plagas y enfermedades y aumentar la producciéon de
alimentos. (Isman & Machial, 2006 en Koul, Walia & Dhaliwal, 2008).

El uso de productos naturales como protectores o conservantes postcosecha de
materiales suculentos como frutas y verduras y meterial seco como el el grano, es otra
de las aplicaciones importantes a desarrollar ya que se utilizan aditivos quimicos vy
conservantes quimicos que inciden negativamente en la salud del consumidor no
aportando mejores resultados en la conservacion de las frutas a nivel microbioldgico.
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3. OBJETIVO DEL ESTUDIO:

El objetivo y la motivacion de este estudio Fin de Master es el deseo de plasmar
mediante estudio riguroso, objetivo y comparativo con anteriores investigaciones, la
existencia de sustancias naturales altamente eficaces en el control biolégico de
enfermedades flngicas en los vegetales y frutas.

Se pretende con este estudio, apoyar, contribuir con los datos obtenidos, al uso de
sustancias naturales como protectores alimentarios y conservadores de productos
perecederos o0 almacenados contra los hongos necrotrofos como una herramienta
eficaz y sostenible, contribuyendo con ella a un beneficio ecosistémico.

Por ello se han planteado el siguiente objetivo general:

-Evaluar la capacidad de los aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo para
controlar el desarrollo de los hongos necrotrofos Alternaria, Botrytis, Fusarium
oxysporum, Penicillium 'y Aspergillus.

Y este podemos desglosarlo en los siguientes objetivos especificos:

-Evaluar in vitro la capacidad de los aceites esenciales de reducir el crecimiento micelial
en medio artificial PDA.

-Evaluar in vitro la capacidad de los aceites esenciales de inhibir la germinacién de las
esporas fungicas.

-Evaluar in vivo la capacidad de los aceites esenciales como conservadores
postcosecha sobre naranja envasada.
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4. MATERIAL Y METODOS:

4.1. Obtencién de aislados

En el presente estudio se han utilizado cinco especies fungicas (Tabla 5): cuatro
aislados necrotrofos obtenidos en el laboratorio de Fitopatologia de la E.T.S.IlLAA. de
Palencia (Universidad de Valladolid) a partir de diversas muestras vegetales
procedentes de los campos e invernaderos de la escuela. Por otro lado se ha usado un
aislado no patogénico de Fusarium oxysporum obtenido de plantas de judias de la
comarca de El Barco de Avila en el Area de Genética de la Universidad de Salamanca
(Alves-Santos et al. 2002). Este aislado denominado AB92 no ha mostrado capacidad
de producir fusariosis vascular pero si se ha comportado como oportunista en otros
trabajos realizados en nuestro laboratorio.

Todos los aislados usados en el estudio proceden de cultivos monosporicos (aislados y
cultivados a partir de una unica espora), por lo que esta asegurada la homogeneidad de
cada uno de ellos. Se han mantenido congelados en glicerol al 25% hasta su uso. Para
ello se han sembrado en placas de PDA (Potato Dextrose Agar) y se han incubado en
oscuridad a 22-24°C. En la preparacion de este medio, se han afiadido 39 gramos de
PDA (Potato Dextrose Agar, Difco) en un litro de agua destilada, agitdndose hasta su
completa disolucién para posteriormente ser esterilizada en autoclave durante 20
minutos a 121 grados. Tras el autoclavado se reparte en placas Petri estériles de 90
mm de diametro en cabina de flujo laminar (Telstar Mini-V/PCR).

Tabla 5: Aislados fungicos utilizados en el estudio

Aislado Ano Origen (Aislamiento)*
Alternaria spp 2014 E.T.S.IlLAA de Palencia
Botrytis cinerea 2014 E.T.S.Il.LAA de Palencia
Penicillium spp 2014 E.T.S.Il.AA de Palencia
Aspergillus spp 2014 E.T.S.lIlLAA de Palencia
fa L{:;Z‘C’)”Lg’éés)por um 1994 El Barco de Avila

*Aislados de ETSIIAA de Palencia provenientes de las plantaciones de la Escuela. Aislados de
El Barco de Avila procedentes de planta de judia (Alves-Santos et al. 2002)

4.2. Analisis del crecimiento de los hongos en placa con PDA

El ensayo de control biologico in vitro ha sido llevado a cabo en placa Petri con medio
de cultivo PDA para evaluar el crecimiento miceliar de los cinco hongos patégenos en
estudio.

Los aceites esenciales empleados son productos comerciales de herbolario: aceite
esencial de Citronela (Manuel Riesgo S.A.); aceite esencial de Melisa (VincaMinor
Aromaterapia) y aceite esencial de Sandalo (A.E.B.B.D. Aceites esenciales botanica y
bioquimicamente definidos. Dietéticos Intersa S.A.).

Para la realizacion de los tratamientos se ha preparado el medio PDA tal y como se
describe previamente pero antes de su reparto en las placas se ha afiadido el aceite
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esencial correpondiente (Figura 24). Teniendo en cuenta la insolubilidad de los aceites
esenciales en agua, se han preparado las dosis de aceite esencial diluyéndolas
previamente en etanol absoluto; para ello se ha tomado 1 ml de aceite esencial puro al
cual se afiaden 9 ml de etanol, obteniendo un preparado concentrado al 10 % 6
100.000 ppm de aceite esencial.

De esta solucion se toma 1 ml y se vuelve a disolver en 9 ml de agua estéril (queda el
aceite al 1%=10000 ppm) y se repite el proceso hasta obtener concentraciones de
trabajo apropiadas.

De estas soluciones se toman 9 ml y se diluyen en 300 y 600 ml de medio PDA
esterilizado en el autoclave, una vez que baja su temperatura a unos 50°C y mientras
aun esta liquido, para obtener las diferentes concentraciones deseadas de aceite
esencial para el estudio de los fungicos.

Se hacen cuatro tratamientos experimentales para cada aceite y un control con sélo
alcohol.

Los tratamientos son:
¢ T3000: 9 ml al 10%/300 ml =9 ml a 100.000 ppm /300mI = 3000 ppm
¢ T1500: 9 ml al 10%/600 ml = 9 ml a 10.0000 ppm /600ml = 1500 ppm
¢ T300: 9ml al 1%/300 ml =9 ml a 10.000 ppm /300ml = 300 ppm
¢ T30: 9ml al 0,1%/300 ml =9 ml a 1.000 ppm /300ml = 30 ppm
¢ TO: 9 ml de alcohol en 300 ml

Tabla 6: Resumen hongo/dosis aplicadas en placa PDA

Alternaria Aspergillus Botrytis Fusarium Penicillium
3000 ppm 3000 ppm 3000 ppm 3000 ppm 3000 ppm
e Citronela
1500 ppm 1500 ppm 1500 ppm 1500 ppm 1500 ppm
e Melisa
300 ppm 300 ppm 300 ppm 300 ppm 300 ppm
e Sandalo
30 ppm 30 ppm 30 ppm 30 ppm 30 ppm
Control: Etanol 0 ppm 0 ppm 0 ppm 0 ppm 0 ppm

Las dosis aplicadas fueron las mismas para todos los hongos estudio.

Se realizaron todas las combinaciones (Tabla 6) y se puesieton tres repeticiones para la
estadistica. Los tratamiento se denominaron usando un codigo que indicaba el aceite y
el tratamiento: “CiT3000”= citronela 3000 ppm; Ci=citronela, Me=melisa y Sa=sandalo.

Una vez obtenidas las diluciones deseadas, se distribuye el medio en placas Petri de
90mm de diametro (25 ml/placa). El total de placas utilizadas son: 3 aceites esenciales
(Citronela, Melisa y Sandalo) x 5 tratamientos (TO, T3000, T1500, T300, T30) x 5
patégenos (Alternaria, Botrytis, Aspergillus, Fusarium y Penicillium) x 3 repeticiones =
225 placas.

En cada placa se colocé en primer lugar, con la ayuda de un bisturi y en cabina de flujo
laminar, un trozo de micelio de cada hongo (5x5 mm aproximadamente) (Figura 24),
extraido de la periferia de la colonia de partida (en los bordes presenta crecimiento
activo mientras que en el centro el micelio es mas viejo).
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En el lugar de contacto del micelio con el medio, se marca un punto y se trazan dos
rectas perpendiculares respecto al punto con ayuda de una regla para poder hacer las
mediciones de crecimiento del hongo en las semanas siguientes. Después de esto, las
placas son selladas con parafilm e incubadas en oscuridad en camara de crecimiento a
23-24°C.

Se realizaron mediciones semanales de los dos diametros de la colonia y se estimd su
superficie utilizando como radio la mitad de la media de los dos diametros: radio
(r)=media diametros/2; superficie=Trr?.

Aunque los datos utilizados se registraron semanimente para el estudio estadistico
posterior solo se emplearon lo que corresponden a la cuarta semana de crecimiento.

‘h -

Figura 24: placas con medio PDA con sus
correspondientes concentraciones de A.E.

4.3. Ensayos in vivo sobre material veqgetal (naranjas)

El objetivo es analizar el control biolégico proporcionado por los aceites esenciales
elegidos sobre los hongos oportunistas en estudio, en el material vegetal seleccionado
qgue en este caso han sido naranjas frescas cosechadas.

Para la realizacion de este estudio en vivo, las naranjas seleccionadas totalmente
sanas, sin ningun tipo de herida, golpe o fisiopatia previa, se lavaron, se secaron, se
inocularon dentro del laboratorio de Fitopatologia de la E.T.S.IlLAA., de Palencia a
temperatura ambiente y se introdujeron de dos en dos, en envases de plastico
convencionales sellados para conservar y mantener los volatiles de los aceites que
fueron impregnados en un trozo de papel y depositado en medio de las naranjas a
observar. Los ensayos que se han realizado se basan en la inoculacién directa de
propagulos fungicos mediante dos cortes paralelos en la superficie de cada una de las
naranjas. La inoculacion se ha realizado inmeditamente seguida al corte, sin ningun
tiempo de espera.

Los aceites esenciales se han aplicado en las concentraciones correspondientes
(iguales que en el ensayo de placa. Los aislados fungicos con los que se han trabajado
son los mismos que los usado in vitro: Alfernaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium y
Penicillium.

Para la inoculacion de los patogenos, se procede a la recogida de esporas de los
aislados fungicos a partir de cultivo en placa Petri con medio PDA que se habia
incubado en oscuridad a 23°C, durante una semana. La recoleccion se realiza mediante
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arrastre con agua destilada estéril y las muestras son recogidas en tubos Falcén 50 ml
(Figura 25).

Una vez que se tiene la suspension de esporas, se procede al conteo de ellas en cada
aislado mediante camara Thoma. Hecho el recuento de esporas, se infectan las
naranjas. Para ello, con la ayuda de micropipetas se depositan 125.000 esporas en 100
microlitros de agua destilada, sobre los cortes superficiales que se hicieron
anteriormente en cada naranja (Figura 26 y 27).

Tras la inoculacién de las naranjas, se tomaron los datos del dano producido
semanalmente. Para comprobar los dafios que presentaban las naranjas, se midié con
una regla el diametro de micelio o de la mancha que presentaba cada una de ellas. El
analisis estadistico se llevo a cabo con los datos de la cuarta semana tras la infeccion.

Figura 25: Tubos Falcon con solucion de esporas,
inoculacién en naranjas.

"

A ) S =
Figura 26: Naranjas recién inoculadas, Figura 27: Naranjas recién inoculadas
dos inoculaciones por narania. con Alternaria y T30 de aceite esencial

de Sandalo impregnado en el filtro.

Alumno: Ana M? Arribas Fernandez
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia). E.T.S. Ingenierias Agrarias

Titulacion: Master en Ingenieria Agronémica 48



“Evaluacion de aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo como agentes de biocontrol de hongos necrotrofos in
vitro e in vivo”

IV. MATERIAL Y METODOS

4.4. Ensayos de germinacion de esporas en placa de PDA

Para ver el efecto que los aceites esenciales de citronela, sandalo y melisa tienen sobre
la germinacion de esporas, se procede a la recogida de éstas de los aislados fungicos a
partir de cultivo en placa Petri con medio PDA que se habia incubado en oscuridad a
23°C, durante una semana.

Las esporas recogidas y los tratamientos con aceite se juntaron a partes iguales (v/v)
en crioviales de 2 ml (Figura 28). Se puso un volumen de 750 microlitros de la
suspension de esporas y un volumen equivalente del aceite esencial diluido. Se
ensayaron solamente las dos dosis mas elevadas de cada aceite (3000 ppm y 1500
ppm). Tras la incubacion durante toda la noche se realizé el conteo de esporas
germinadas en relacion a las esporas totales para establecer un porcentaje de
germinacion. El recuento de esporas se llevd a cabo mediante microscopio 6ptico y se
repitié tres veces en diferente campo visual del portaobjetos.

Figura 28: Crioviales con esporas,
evaluacion de germinacion.

4.5. Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos preliminares se realizaron con el software STATGRAPHICS
Centurion XVI Version 16.1.17 32-bits. Los resultados indicaron falta de normalidad y
homoscedasticidad de los datos y por ello se realizaron los test no parametritos
Kruskal-Wallis (andlisis de factor para la evaluacién de las variables a estudiar) y U de
Mann-Whitney (para las comparaciones por pares posteriores cuando el test de
Kruskal-Wallis indicaba diferencias estadisticamente significativas) con el software
STATISTICA v.9.

La descriptiva y graficas fueron construidas con el software habitual de Microsoft.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Ensayos in vitro en PDA

Tal y como se describe en Material y Métodos, los ensayos fueron realizados en placas
con PDA (Figura 29) conteniendo diferentes dosis del aceite esencial correspondiente
(citronela, sandalo o melisa), a 30, 300, 1500 y 3000 ppm (T30, T300, T1500 y T3000),
y un control (TO) que no contenia aceite esencial, sélo el vehiculo alcohdlico,
repitiéndose cada combinacion aceite-patégeno, tres veces.

Sandalo vs Botrytis

Citronela vs Botrytis

Sandalo vs Aspergillus

Citronela vs Aspergillus

Figura 29: Cultivo en PDA: desarrollo de Botrytis (arriba) y Aspergillus (abajo) a
diferentes concentraciones de A.E. sandalo y citronela; 42 semana de cultivo. En la
imagen: B: Botrytis, ASP: Aspergillus, S: sandalo, Ci: citronela, T(): Tratamiento (ppm).
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Los resultados obtenidos de cada combinacion, durante las cuatro semanas del estudio,
son representados en este apartado de Resultados y Discusion, en diagramas lineales,
junto con los comentarios explicativos pertinentes para su evaluacion.

Se decidié evaluar los datos estadisticamente a la 42 semana del ensayo en todas sus
variantes ya que el crecimiento de los hongos en ese punto se estabilizaba (El valor
maximo alcanzable es de 5675mm? correspondiendo al 100% de la placa cubierta).

5.1.1. Desarrollo fungico con A.E. citronela

Las graficas siguientes son un resumen de como actua el aceite esencial de citronela
en funcién de su concentracion, con cada uno de los patégenos a lo largo de las cuatro
semanas de crecimiento en placa Petri con medio PDA y la efectividad de cada
concentracion durante las diferentes semanas sobre los hongos de estudio.

«» Citronela vs. Alternaria spp.

Citronela vs. Alternaria spp.
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Figura 30: Evolucion semanal del crecimiento de Alternaria spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

Lo que se puede apreciar en esta grafica (Figura 30) a primera vista, es que
efectivamente, el aceite esencial de citronela, ejerce un control sobre el crecimiento
normal del hongo. Inhibe el crecimiento del patégeno a estudiar incluso veintiocho dias
después del inicio de los ensayos, eso si, en funcién de la concentracion suministrada
de aceite, que en este caso es a 3000 ppm (CIT3000).

Se podria decir que el comportamiento de Alternaria spp., frente a citronela en la grafica
anterior, es revelador; se produce un control superior al 90% del hongo con dosis de
300 ppm (CIT300), donde el hongo se mantiene paralizado o inactivo durante las tres
primeras semanas del estudio.
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A partir de los 21 dias, la eficacia de los volatiles va decayendo y el hongo empieza a
crecer levemente como se puede ver a la 42 semana donde su desarrollo es de un 8,6%
en placa (Figura 30), y éste se mantiene estatico incluso hasta los 35 dias de su
incubacion.

Decir que el tratamiento CIT300 (300 ppm de citronela), es una dosis efectiva para el
control de este fungico en este ensayo.

En este estudio se han testado mayores concentraciones como 1500 y 3000 ppm de
citronela, donde Alternaria spp., no muestra crecimiento en ninguin momento del
ensayo, ni a la 5° semana de incubacién en placa, pero el objetivo de este ensayo es
buscar las dosis que reduzcan o que provoquen un cambio en el patrén de crecimiento
del patégeno y citronela lo consigue a una concentracion de 300 ppm.

Para dar validez a las tendencias observadas en la estadistica descriptiva y expresar
con rigor estadistico si existen diferencias entre tratamientos se analizan los datos
obtenidos en la cuarta semana estadisticamente para ver si realmente hay diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos.

El resultado de los analisis estadisticos cuyos datos son representados en el diagrama
siguiente (Figura 31) muestran en el Test Kruskal-Wallis para la variable independiente
“tratamiento” valores de: H (4, N= 15)=13,14286, con una probabilidad de p =0,0106,
que indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos utilizados. El test
U Mann-Whitney en la comparacion por pares indica que hay diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los distintos tratamientos representadas
con difrentes letras.

Figura 31: Crecimiento de Alternaria spp., con citronela a la 42 semana in vitro. En rojo
el control (T0); en amarillo los resultados respecto a los diferentes tratamientos con
citronela (ppm): (CIT30, CIT300, CIT1500 y CIT3000). Las barras que comparten la
misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney p>0,05).

Interpretando los resultados de los test no paramétricos anteriores, se observa que hay
diferencias significativas entre tratamientos con citronela. En concreto se producen
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entre los tratamientos CIT30 y CIT300 primeramente, produciéndose a esa
concentracién de 300 ppm, el cambio en el crecimiento del hongo, y es la minima dosis
que ejerce un control sobre el patdégeno. También hay diferencias significativas entre
CIT30 con CIT1500 y CIT3000, pero no se tienen en cuenta como dosis minima.

A la vista de estos resultados se ha realizado un estudio simultaneo (Novoa, 2017) en el
qgue se ensayan dosis intermedias de citronela entre 30 y 300 ppm, como son 100, 166
y 240 ppm, los resultados muestran que dichas concentraciones no fueron efectivas, es
decir, que no ejercieron ningun cambio en la dinamica de crecimiento del hongo, ya que
con las tres dosis anteriores testadas, el desarrollo del hongo era del 100% de la placa
(Figura 32).

Este dato confirma estonces, que 300 ppm de citronela, se puede tomar como valor
significativo de reduccion en el crecimiento del hongo, que aunque no es completa al
100%, si ejerce un control sobre éste, que debilita o desacelera su desarrollo.

Todo lo anterior comentado se presenta en la grafica siguiente (Figura 32), realizada
por Novoa, (2017), en la que aparecen sus propios datos junto a las concentraciones
testadas en este ensayo y que le fueron facilitadas en su momento mediante
comunicacion personal por el Tutor de este proyecto.

Alternaria

5000 1+

4000 +—

3000 +—

2000 +—
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Figura 32: Crecimiento de Alternaria con aceite de citronela. Control (TO); en negro
citronela a diferentes concentraciones (CI100, CI166 y CI240); en rayas (CI30, CI300,
CI1500 y CI3000), resultados del presente trabajo. (Novoa, (2017).

Revisando otros articulos cientificos en la bibliografia disponible, se encuentra que para
Alternaria alternata, A. solani, A. tinuissima, la concentracion minima inhibitoria (C.M.1.
en la que el control sobre los hongos es del 100%), se alcanza con 500 ppm de aceite
esencial de citronela, y su efectividad se mantiene hasta 210 dias. También en este
mismo estudio, se evaluaron dosis mayores (1000 ppm y 1500 ppm), obteniéndose los
mismo resultados que con 500 ppm (Mishra & Dubey, 1994). En India, se realizé otro
ensayo con citronela (Cymbopogon flexuosus) a diferentes concentraciones para
comprobar qué efecto tiene este aceite contra los hongos postcosecha como Alternaria
alternata y otros, donde los resultados obtenidos muestran que el aceite de citronela en
funcién de la concentracién tiene efecto fungistatico o fungicida y las concentraciones
minimas inhibitorias del crecimiento miceliar se pueden establecer a partir de 200ppm,
(Shahi, Patra, Shukla & Dikshit, 2003).
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«» Citronela vs. Aspergillus spp.

En la grafica (Figura 33) que se presenta a continuacion, se refleja la evolucion del
desarrollo de Aspergillus spp, respecto a diferentes tratamientos con A.E. de citronela
durante las cuatro semanas de incubacion en placa.

Citronela vs. Aspergillus spp.
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Figura 33: Evolucién semanal del crecimiento de Aspergillus spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

Con Aspergillus spp., las dosis efectivas de citronela para su control, son mayores,
como se puede apreciar en la figura 33, que con respecto a Alternaria spp., (CIT300

ppm).

Se observa que la dosis que aprentemente inhibe al hongo a lo largo del periodo
establecido, segun este estudio, es el tratamiento CIT1500, ya que dosis
inmediatamente menores estudiadas como la de 300 ppm (CIT300), no controla al
hongo ni en la primera semana de cultivo; no modificando en ningin momento su
comportamiento.

Con la concentracion de 1500 ppm (CIT1500), se ve como el hongo esta
completamente inhibido hasta los 21 dias, sin embargo, con CIT3000, no hay evidencia
del hongo en 35 dias de estudio. Se podria pensar que las dosis efectivas estan entre
300y 1500 ppm.

Los datos analizados estadisticamente se representan en la grafica siguiente (Figura
34), donde se muestran las diferencias significativas entre los tratamientos CIT300 y
CIT1500, tal y como se esperaba, segun los resultados obtenidos mediante los tests de
Kruskal-Wallis test: H ( 4, N= 15) =12,84298 p =0,0121, (revela que existen diferencias
significativas en el conjunto de los tratamientos utilizados) y el test U Mann-Whitney
indica que hay diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
tratamientos.
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Figura 34: Crecimiento de Aspergillus spp., con aceite esencial de citronela a la 42
semana in vitro. En rojo el control (TO); en naranja los resultados respecto a los
diferentes tratamientos con citronela (ppm): (CIT30, CIT300, CIT1500 y CIT3000). Las
barras que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente
significativas (U de Mann-Whitney p>0,05).

Observamos en el diagrama (Figura 34) que la dosis efectiva o el valor significativo de
reduccidén, que merma el crecimiento del Aspergillus spp., en este trabajo se podria
establecer en CIT1500, pero se deberian hacer futuros estudios entre tratamientos
intermedios (CIT300 y CIT1500), para obtener concentraciones minimas efectivas mas
ajustadas (lo que representa una economia en la aplicacion de tratamientos).

Mishra & Dubey, (1994), en un trabajo llevado a cabo en la India sobre el control de
Aspergillus flavus en productos almacenados de arroz y trigo con aceite esencial de
citronela, revela el control de este hongo en un 100% a una concentracién de 1000 ppm
de aceite, sin mermar la capacidad germinativa de las semillas y el vigor de la plantula
tras su emergencia y desarrollo. Encontraron que para concentraciones de 500ppm la
inhibicion de Aspergillus flavus alcanzaba un 52%. Las dosis superiores de 1000 ppm
exhibian un comportamiento fungistatico (inhibicion crecimiento 100%), mientras que a
2000 y a 3000 ppm, presentaban fungitoxicidad (muerte del hongo). También
estudiaron in vitro, otras especies de Aspergillus como Aspergillus niger y Aspergillus
parasiticus, cuya inhibicion completa se alcanzaba con 500 ppm de aceite, mientras que
A. candidus, A. koningi, A. luchuensis, A. nidulans y Aspergillus terreus, su C.M.l., se
establecia en 1000 ppm, y por ultimo, Aspergillus sulphureus, A. okazakii y A.
fumigatus, su inhibicion del 100% se ejercia con 1500 ppm de citronela. En este trabajo
se probaron previamente sobre Aspergillus flavus, otros 11 aceites esenciales de
plantas superiores como Pinus sp., Mentha viridis, Juniperus comminis, Curcuma longa,
Citrus sinensis, Citrus reticulata, entre otras, resultando el mas efectivo el de
Cymbopogon citratus. Asimismo, el aceite de citronela fue comparado a diez
tratamientos de sintesis quimica, siendo varias veces superior a todos ellos.

La actividad antifungica de Cymbopogon citratus probada frente a cuatro especies de
Aspergillus (Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus y
Aspergillus niger) fue eficiente contra todas ellas y en este ensayo el 100% del control
en los hongos se alcanzé con 5000ppm. (Shaaban, Ramadan, Amer, El-Sideek &
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Osman, 2013). Otro ensayo realizado con citronela (Cymbopogon flexuosus) contra los
hongos postcosecha Alternaria alternata, Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger, A.
parasiticus, Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum capsici, C. falcatum,
Curvularia Ilunata, Fusarium cerealis, F. culmorum, F. oxysporum, F. udum,
Gloeosporium fructigenum, Penicillium expansum, P. italicum, P. implicatum, P.
digitatum, P. minio-luteum, P. variable, Botrytis cinerea, Helminthosporium oryzae, H.
maydis, Phoma violacea, y Rhizopus nigricans, muestran que el aceite en funcion de la
concentracion tiene efecto fungistatico o fungicida pero que controla en todos los casos
el desarrollo miceliar de todos ellos.

En relacion con las especies coincidentes con las usadas en el presente estudio se vio
gue las concentraciones minimas inhibitorias son de 200 ppm para Alternaria spp, 400
para Aspergillus spp, Fusarium spp y Penicillium spp.; y 500ppm para Botrytis cinerea,
(Shahi et al., 2003).

@,

< Citronela vs. Botrytis cinerea

Los resultados de este ensayo (Figura 35) muestran que la dosis efectiva en la que se
produce un control para Botrytis se encuentra entre CIT300 y CIT1500, ya que a la
dosis de 1500ppm, el hongo es inhibido completamente. Con la concentracion de
300ppm (CIT300), el desarrollo de Botrytis a la 4% semana es del 75% y en la 52
semana es del 100%, pero es a partir de esta dosis donde el hongo presenta cambios
en su desarrollo de crecimiento.

Citronela vs. Botrytis cinerea
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Figura 35: Evolucién semanal del crecimiento de Botrytis cinerea., en placa frente a
tratamientos con A.E. citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

Analizando los datos estadisticamente y representandolos, se obtiene la grafica que se
muestra a continuacién (Figura 36) donde se indican los valores estadisticamente
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significativos. El analisis de conjunto indica diferencias significativas (Kruskal-Wallis
test: H ( 4, N= 15) =13,16418 p =0,0105) y el test U Mann-Whitney indica que hay
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos.

Figura 36: Crecimiento de Botrytis cinerea, con citronela a la 42 semana in vitro. En rojo
el control (TO); en gris los resultados respecto a los diferentes tratamientos con citronela
(ppm): (CIT30, CIT300, CIT1500 y CIT3000). Las barras que comparten la misma letra
no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney p>0,05).

La comparacién por pares (test U de Mann-Whitney) indica que la dosis que ejerce un
cambio o inhibiciéon el el crecimiento del hongo, se establece entre los tratamientos
CIT300 y CIT1500.

Si comparamos con resultados de otros autores (Shahi et al., 2003), se ve como
Botrytis es inhibida con una concentracién en placa de 500 ppm, por lo que deberiamos
probar tratamientos intermedios entre 300 y 1500 ppm de citronela para obtener
concentraciones efectivas y minimas, ya que el salto entre 300 y 1500 es demasiado
amplio y quizas 500 ppm podria ser una dosis efectiva como se ve en el citado articulo.

En la fotografia siguiente (Figura 37), propia del ensayo, se aprecia el crecimiento de
Botrytis en la 42 semana de incubacién con los respectivos tratamientos de citronela.

:
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Figura 37: Botrytis cinerea en cuarta semana de desarrollo en placa PDA con
diferentes tratamientos citronela. Txxx: Tratamiento (ppm); Ci: citronela; B: Botrytis
cinerea.
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En un ensayo llevado por los investigadores Abd-Alla, Abd-El-Kader, Abd-El-Kareem &
El-Mohamedy, (2011), tanto in vitro como in vivo (en fresa), se observa la eficacia del
aceite de citronela frente a Bortrytis cinerea tanto en su fase de vapor como liquida. Los
resultados in vitro indicaron que los tratamientos de aceite en forma de vapor redujeron
significativamente el crecimiento y la germinacion de esporas de B. cinerea. La
inhibicion completa del crecimiento y germinaciéon con vapores se alcanzo a la dosis de
100 ppm, mientras que el ensayo llevado a cabo en PDA, para una inhibicién del 100%,
se necesito 5 veces dicha concentracion (500ppm).

« Citronela vs. Fusarium oxysporum

Fusarium spp, otro hongo muy comun en enfermedades pre y postcosecha y dificil de
controlar con productos quimicos de sintesis, ve modificado su crecimiento tal y como
se ve representado en la grafica siguiente (Figura 38).
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Figura 38: Evolucién semanal del crecimiento de Fusarium oxysporum, en placa frente
a tratamientos con A.E. citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

Se aprecia reduccion con concentraciones de citronela de 1500 ppm. A menores
concentraciones (300 ppm) su crecimiento en placa es casi del 100% incluso en la
primera semana, mientras que con dosis de 1500 ppm se mantiene casi inactivo
durante tres semanas y es a partir de ahi cuando empieza un leve desarrollo llegando a
un 35% en la cuarta semana. Para la dosis mas alta (3000 ppm) el hongo permanece
totalmente inactivo durante las 4 semanas de evaluacion en placa.

Para certificar las observaciones y poder tener mas informacién acerca de los valores o
dosis que podrian ser estadisticamente significativas se analizan los datos de la cuarta
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semana (Kruskal-Wallis test: H ( 4, N= 15) =13,87156 p =0,0077). En vista de la
significacion se hacen las comparaciones por pares de los datos recogidos (U de Mann-
Whitney), y se observan diferencias significativas entre 300 ppm, 1500 ppm y 3000 ppm
(Figura 39).

Figura 39: Crecimiento de Fusarium oxysporum, con citronela a la 4% semana in vitro.
En rojo el control (TO); en azul los resultados respecto a los diferentes tratamientos con
citronela (ppm): (CIT30, CIT300, CIT1500 y CIT3000). Las barras que comparten la
misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney p>0,05).

En este caso concreto de Fusarium oxysporum, se tienen dos dosis que presentan
diferentes efectividades en el control del desarrollo del hongo. Hay un cambio en la
dinamica de crecimiento entre tratamientos CIT300 y CIT1500, y entre CIT1500 vy
CIT3000. La dosis de 1500 ppm produce una reduccion significativa y la segunda
reduccion significativa producida por 3000 ppm inhibe completamente el crecimiento.
Novoa (2017) ensayd dosis intermedias entre 300 y 1500 ppm, como son 600 ppm, 900
ppm y 1200 ppm correspondientes a los tratamientos CI600, CI900 y CI900 (Figura 40).
En ella se representan en color plano los resultados de Novoa y con rayas los
correspondientes a este trabajo.
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Segun vemos en este grafico (Figura 40), las diferencias significativas con los valores
de control frente a Fusarium se establecen en 1200 ppm. Si se tiene esto en cuenta y
trabajos anteriores en los que se ha estudiado el Fusarium spp, se puede decir que su
C.M.1. podria estar en torno 500-1000 ppm, (Mishra & Dubey, 1994; Sessou et al.,
2012), dependiendo de las caracteristicas propias del aceite esencial de citronela
(ecotipo y variedad de citronela), de la especie de Fusarium y en concreto para
Fusarium oxysporum segun Mishra & Dubey (1994), se establece en 500 ppm. Shahi et
al., (2003), establece que las concentraciones minimas inhibitorias de aceite de
citronella para Fusarium spp se encuentran a partir de 400 ppm variando en funcién de
la especie de Fusarium. Ilgualmente Gawai (2015), encuentra efectividad con dosis
desde 100 ppm a 1500 ppm aunque el aceite esencial mostré un mayor efecto inhibidor
contra F. moniliforme y F. oxysporum, F. udum, y F. solani, y registré6 un menor efecto
controlador con F. roseum, F. semitectum y F. equiseti.

«+ Citronela vs. Penicillium

Con respecto a Penicillium spp., las dosis ensayadas en este trabajo y que no
presentan efectividad en el control del crecimiento del patégeno, se establecen en 30
ppm y 300 ppm, segun apreciamos en la grafica siguiente (Figura 41), mientras que con
el tratamiento de citronela igual o superior a 1500 ppm (CIT1500), no hay rastro del
hongo en las 4 semanas de observacion.
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Figura 41: Evolucién semanal del crecimiento de Penicillium spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

Por lo tanto, para establecer dosis que produzcan cambios en el crecimiento del hongo
y haya una efectividad en el control con el aceite de estudio, se podria decir que estas
dosis se encontrarian entre el intervalo de tratamientos CIT300 y CIT1500. Para
comprobar dicha afirmacién hacemos el analisis estadistico representado en la grafica
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siguiente (Figura 42). El Test de Kruskal-Wallis test: H ( 4, N= 15) =14,00000 p =0,0073,
muestra diferencias altamente significativas, y el Test de Mann-Whitney, muestra que
las diferencias se hallan entre tratamientos a 300 ppm y 1500 ppm.

Figura 42: Crecimiento de Penicillium spp., con citronela a la 42 semana in vitro. En rojo
el control (TO); en averde los resultados respecto a los diferentes tratamientos con
citronela (ppm): (CIT30, CIT300, CIT1500 y CIT3000).Las barras que comparten la
misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney p>0,05).

Como ocurre con Fusarium oxysporum, se han analizado dosis intermedias en nuestro
laboratorio. Novoa (2017), cuenta con dosis testadas a 600, 900 y 1200 ppm (CI600,
CI900 y CI1200), en las que se produce una modificacion o cambio en el crecimiento
del hongo a 900 ppm (CI900) (Figura 43). La dosis efectiva estaria entre 600 y 900 ppm
(100% inhibicion) y posteriores analisis podrian afinar aun mas esta dosis efectiva.

B % 2 :
5000 {—| § §
NN |
3000 \ \ :
I NN :
2000 § § v
1002—1§1§1 lbl__lb__lblb]

Figura 43: Crecimiento de Penicillium spp., con aceite de citronela. Control (T0); en
verde, citronela 600 ppm (CI600); en rayas (CI30, CI300), resultados propios del
presente trabajo. (Novoa, 2017).
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Sessou et al., (2012), establece en su estudio que las C.M.1., para Penicillium citrinum
se establecen en 600 ppm para un control del hongo del 80% y 800 ppm para un control
del 100%, mientras que para Penicillium brevicompactum a 400 ppm la reduccion en el
desarrollo del hongo se reduce al 80%.

Teniendo en cuenta una vision global del ensayo de citronela se puede concluir que es
un potente agente antifungico que controla el crecimiento y desarrollo de hongos
patdgenos. El aceite de citronela se podria perfectamente utilizar como biopesticida en
el control y manejo de enfermedades fungicas postcosecha ya que se comprueba
mediante este ensayo y muchos otros articulos cientificos, su gran efectividad, muy
superior a fungicidas quimicos y a menores concentraciones.

En la ultima grafica que se presenta en este apartado de estudio del aceite de citronela
versus hongos fitopatégenos (Figura 44), se compara el efecto que tienen los distintos
tratamientos frente a los distintos hongos de estudio.
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Figura 44: Efecto de los diferentes tratamientos de citronela sobre los hongos
fitopatégenos de estudio. TO: control, CITxxx: tratamiento con citronela a diferentes
dosis en ppm. ALT: Alternaria spp, ASP: Aspergillus spp, BOT: Botrytis cinerea, Fus:
Fusarium oxysporum, PEN: Penicillium spp.

Se observa en el diagram de barras, como el aceite de citronella ejerce un control sobre
el patron de crecimiento del hongo, reduciendo su desarrollo en funcidon de la
concentracién aplicada y de la susceptibilidad del hongo al aceite.
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5.1.2. Desarrollo fungico con A. E. sandalo.

R/

< Sandalo vs. Alternaria

El sandalo es un aceite esencial muy peculiar, poco conocido en occidente ya que su
cultivo y uso, se dan principalmente en Asia. En el ensayo realizado frente a Alternaria
spp., el aceite esencial muestra un control bastante efectivo durante el periodo de
estudio, segun muestra la grafica siguiente (Figura 45).

A dosis de 300 ppm de sandalo, incluso en la cuarta semana de incubacion, el hongo
presenta un desarrollo en placa del 2,3%. El tratamiento de 30 ppm (SAT30), ejerce un
control muy leve en el hongo, mientras que a concentraciones mayores como 300 ppm,
el control del hongo es del 95%, igual que ocurre con dosis superiores de 1500 ppm y
3000 ppm (98% y 99% de inhibicion).

La dosis que ejerce un control en el crecimiento del hongo, se alcanza con 300 ppm.

Sandalo vs. Alternaria spp
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Figura 45: Evolucién semanal del crecimiento de Alternaria spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).

El resultado de los analisis estadisticos cuyos datos son representados en el diagrama
siguiente (Figura 46) muestran en el Test Kruskal-Wallis para la variable independiente
“tratamiento” valores de: H (4, N= 15)=11,07314, con una probabilidad de p =0,0258,
que indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos utilizados.
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Figura 46: Crecimiento de Alternaria spp., con sandalo a la 42 semana in vitro. En rojo
el control (TO); en amarillo los resultados respecto a los diferentes tratamientos con
sandalo (ppm): (SAT30, SAT300, SAT1500 y SAT3000).Las barras que comparten la
misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney p>0,05).

El test U Mann-Whitney en la comparacion por pares indica que hay diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos. Los resultados
estadisticamente significativos que se muestran en la gréafica anterior, se encuentran
entre las dosis 30 ppm y 300 ppm. La concentracion que ejerce un control en la
reduccién del desarrollo de Aspergillus spp., se alcanza a 300 ppm, no existiendo mas
diferencias significativas con las dosis superiores.

Novoa (2017), ensayd concentraciones inferiores a 300 ppm, como 100 ppm, 166 ppm
y 240 ppm, cuyos resultados estadisticos se representan el diagrama a continuacion
(Figura 47), mostrando que no hay diferencias significativas entre ellos, ni con 30 ppm,
ni el control (TO). Las diferencias significativas aparecen con la dosis de 300 ppm.

Alternaria

5000 +—

4000 +—

3000 +—

2000 +—

N
1000 4—|
b b b

TO SA30 SA100 SA166 SA240 SA300 SA3000 SA1500

Figura 47: Crecimiento de Alternaria spp., con aceite de sandalo. Control (T0O); en
negro, SAxxx : sandalo a diferentes concentraciones (ppm); en rayas: SA30, SA300,
SA1500 y SA3000, resultados propios del presente trabajo. (Novoa, 2017).
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Con los datos de Novoa (2017), y los de este estudio, se concluye que la dosis minima
efectiva para producir un efecto de control de Alternaria spp., con aceite de sandalo, se
establece en concentracion minima de 300 ppm, ya que dosis inferiores y superiores,
no presentan diferencias significativas.

«» Sandalo vs. Asperqillus spp.

Con Aspergillus spp., los tratamientos con sandalo no producen ningun control, o un
control leve, tanto si se ensayan a dosis bajas, 30 ppm o a dosis elevadas, 3000 ppm,
como se oberva en la grafica siguiente (Figura 48), en la cuarta semana del tratamiento.
Aspergillus spp., parece ser un hongo bastante tolerante o poco susceptible al aceite
esencial de sandalo ya que solo hay un leve control con dosis altas y en las dos
primeras semanas segun se representa en la grafica de evolucion.

En la revison bibliografica no se ha encontrado ningun trabajo en el que se haya
ensayado la combinacion de este hongo con este aceite por lo que no tenemos
referencias al respecto.

Sandalo vs. Aspergillus spp
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Figura 48: Evolucion semanal del crecimiento de Aspergillus spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).

Observando la grafica anterior (Figura 48), no se pueden obtener mas conclusiones, por
lo que procede al anadlisis estadistico de los datos, para ver si hay diferencias
significativas entre alguno de los tratamientos, que indique cambio en el crecimiento del
hongo.

Se analizan los datos mediante el Test de Kruskal-Wallis test: H (4, N= 15) =11,80649 p
=0,0189). Se hacen las comparaciones por pares de los datos recogidos (U de Mann-
Whitney), y se observan diferencias significativas entre 300 ppm, 1500 ppm y 3000
ppm, segun muestra el diagrama de barras siguiente (Figura 49).
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Figura 49: Crecimiento de Aspergillus spp., con sandalo a la 42 semana in vitro. En rojo
el control (TO); en naranja los resultados respecto a los diferentes tratamientos con
sandalo (ppm): (SAT30, SAT300, SAT1500 y SAT3000). Las barras que comparten la
misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney p>0,05).

Observando los resultados para el control de Aspergillus spp el sandalo no es buen
aceite, ya que aunque aparezcan diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, éstas no ejercen una reduccidn que pueda considerarse importante en
control del crecimiento del hongo. Se deberian ensayar dosis mayores de 3000 ppm,
para ver si hay algun cambio notable en la reduccién del crecimiento del patégeno.

En la fotografia siguiente (Figura 50), se muestra el desarrollo en placa de Aspergillus
spp, en la primera semana de incubacién frente a los diferentes tratamientos con
sandalo donde todas las placas presentan desarrollo del hongo.

12 Semana

Figura 50: Crecimiento de Aspergillus frente a sandalo, 12 semana
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«» Sandalo vs. Botrytis cinerea.

La grafica que se presenta a continuacion (Figura 51), refleja la evolucion del desarrollo
de Botrytis cinerea respecto a diferentes tratamientos de sandalo durante las cuatro
semanas de incubacion en placa. El control que ejerce es bastante importante como se
puede ver en la grafica, aunque segun se va avanzando en el tiempo, las dosis mas
altas son las mas efectivas. Las dosis que provocan un cambio en el crecimiento del
hongo estan entre los 300 ppm y 1500 ppm (SAT300 y SAT1500), ya que dosis
anteriores como 30 ppm, no presenta un control en el desarrollo.

Sandalo vs. Botrytis cinerea
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Figura 51: Evolucion semanal del crecimiento de Botrytis cinerea., en placa frente a
tratamientos con A.E. sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).

Para dar validez a las tendencias observadas en la estadistica descriptiva y expresar
con rigor estadistico si existen diferencias entre tratamientos, se analizan los datos
obtenidos en la cuarta semana. El resultado de los analisis cuyos datos son
representados en el diagrama siguiente (Figura 52) muestran en el Test Kruskal-Wallis
para la variable independiente “tratamiento” valores de: H (4, N= 15)=13,58062, con una
probabilidad de p =0,0088, que indica que existen diferencias significativas entre los
tratamientos utilizados.
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Figura 52: Crecimiento de Botrytis cinerea., con sandalo a la 42 semana in vitro. En rojo
el control (TO); en gris los resultados respecto a los diferentes tratamientos con sandalo
(ppm): (SAT30, SAT300, SAT1500 y SAT3000). Las barras que comparten la misma
letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).

El test U Mann-Whitney en la comparacion por pares indica que hay diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos y se confirma que las
dosis efectivas que producen un cambio de comportamiento en el crecimiento fungico
se establecen entre 300 ppm y en 1500 ppm.

Novoa (2017), estudia dosis intermedias entre 30 y 300 ppm, como son 100, 166 y 240
ppm, representadas en el diagrama de barras siguiente (Figura 53), en el que los datos
no muestran diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, por lo que la
dosis minima efectiva se establece en la encontrada en el presente estudio de 300

ppm.
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Figura 53: Crecimiento de Botrytis cinerea., con aceite de sandalo. Control (T0); en
gris, SAxxx : sandalo a diferentes concentraciones (ppm); en rayas: SA30, SA300,
SA1500 y SA3000, resultados propios del presente trabajo. (Novoa, 2017).
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«» Sandalo vs. Fusarium oxysporum.

En la grafica siguiente (Figura 54), se representa la evolucion del crecimiento de
Fusarium oxysporum, frente a diferentes concentaciones de aceite esencial de sandalo.
El aceite de sandalo no ejerce un control eficiente segin se observa en la grafica ya
que en la cuarta semana, a la dosis maxima ensayada, el crecimiento del hongo
alcanza el 86,4% de la superficie de la placa. La dosis que se puede establecer
visulalmente como eficiente ya que produce un cambio o un receso en el crecimiento
del hongo, es la de 1500 ppm.

6000

5000 /‘ A
4000
/ —T0

3000 —SAT30
/ // SAT300
2000 SAT1500

/ / = SAT3000
1000

mm2

Q
=
]
w
IS

Semanas

Figura 54: Evolucién semanal del crecimiento Fusarium oxysporum en placa frente a
tratamientos con A.E. sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).

Valdeolmillos (2018), estudia dosis intermedias entre 300 ppm de sandalo y 1500 ppm,
representadas en el grafico siguiente (Figura 55), donde se observa que a dosis de 300
ppm (SA300), se produce un control efectivo en el desarrollo del hongo, y que las dosis
nuevas estudiadas, 600 ppm, 900 ppm, 1200 ppm, se comportan mas 0 menos igual
que la dosis de 1500 ppm.
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Analizando los datos estadisticamente para obtener mayor informacion y
representandolos en la grafica que se muestra a continuacion (Figura 56), éstos
indican que hay valores estadisticamente significativos. El analisis de conjunto indica
diferencias significativas (Kruskal-Wallis test: H ( 4, N= 15) =12,95824 p =0,0115) y el
test U Mann-Whitney en la comparacion por pares, indica que hay diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos.

Figura 56: Crecimiento Fusarium oxysporum, con sandalo a la 4% semana in vitro. En
rojo el control (TO); en azul los resultados respecto a los diferentes tratamientos con
sandalo (ppm): (SAT30, SAT300, SAT1500 y SAT3000). Las barras que comparten la
misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney p>0,05).

El aceite de sandalo segun la estadistica, presenta diferencias significativas respecto al
control en el crecimiento de Fusarium entre dosis de 300 ppm y 1500 ppm, siendo el
tratamiento SAT1500, el unico que controla levemente el desarrollo del hongo.

En en trabajos simultdneos en nuestro laboratorio realizados por Novoa (2017) y
Valdeolmillos (2018) se encuentran dosis efectivas inferiores a 1500 ppm. Al hacer el
analisis estadistico de los datos obtenidos en el trabajo de Valdeolmillos (2018), y que
se representan en la grafica siguiente (Figura 57), se muestran diferencias significativas
entre tratamientos desde 300 ppm hasta 3000 ppm, encontrando reduccion significativa
desde 300 ppm.
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Figura 57: Crecimiento de Fusarium en sandalo. En verde (T0), el control. En azul, las
distintas dosis utilizadas de sandalo. Las barras que comparten la misma letra no
presentan diferencias significativas (test U Mann-Whitney p>0,05). Valdeolmillos (2018).
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«» Sandalo vs. Penicillium spp.

Penicillium spp., un hongo extremadamente comun en la putrefaccién de los productos
perecederos, y tal como vemos en la grafica siguiente (Figura 58) muestra
susceptibilidad al aceite de sandalo. Como se observa en la gréfica, tras cuatro
semanas de incubacién, el crecimiento del hongo se ve limitado a una concentracion
de 300 ppm de aceite esencial y su crecimiento se observa casi totalmente frenado a

la dosis de 1500 ppm.
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Figura 58: Evolucién semanal del crecimiento Penicillium spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).

Podemos apreciar que con el tratamiento SAT300 (300 ppm de sandalo) se logra un
cambio en el desarrollo del hongo, y con 1500 ppm, el desarrollo del hongo se ve
muy comprometido y apenas crece durante las cuatro semanas de estudio.

Se hacen los test no paramétricos para el tratamiento donde aparecen diferencias
significativas entre ellos, (Kruskal-Wallis test: H ( 4, N= 15) =13,30534, p =0,0099).
Se hace la comparacion por pares y los resultados se muestran en el diagrama de

barras de continuacion (Figura 59).
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Figura 59: Crecimiento Penicillium spp, con sandalo a la 42 semana in vitro. En rojo el
control (TO); en verde los resultados respecto a los diferentes tratamientos con sandalo
(ppm): (SAT30, SAT300, SAT1500 y SAT3000). Las barras que comparten la misma
letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).

Se observan diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
ensayados, y se concluye que la dosis efectiva en el control del Penicillium spp., bajo
los diferentes tratamientos con sandalo se establece en 300 ppm.

Novoa (2017), en su trabajo de investigacion, estudid dosis intermedias de aceite de
sandalo entre tratamientos de 30 y 300 ppm, estableciéndose la dosis minima efectiva
de control en 240 ppm como muestra el diagrama de barras de a continuacién (Figura
60).
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Figura 60: Crecimiento de Penicillium en sandalo. En verde (TO), resultados del
presente trabajo en rayas (SA30, SA300, SA1500 y SA3000), verde oscuro datos de
trabajo anterior. Novoa (2017).
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En la ultima grafica de este boque (Figura 61) se presenta el control fungico del aceite
de sandalo y se compara el efecto que tienen los distintos tratamientos frente a los
distintos hongos del ensayo.
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Figura 61: Efecto de los diferentes tratamientos de sandalo sobre los hongos
fitopatégenos de estudio. TO: control, SATxxx: tratamiento con sandalo a diferentes
dosis en ppm. ALT: Alternaria spp, ASP: Aspergillus spp, BOT: Boftrytis cinerea, Fus:
Fusarium Oxysporum, PEN: Penicillium spp.

Los resultados obtenidos con el aceite esencial de sandalo sobre el control que produce
este aceite sobre los hongos estudio, es mucho menor que el control ejercido con
citronela. A dosis bastante menores, citronela es capaz de controlar e inhibir 100% del
desarrollo de los patdégenos, mientras que con sandalo no ocurre.

Si hay una cierta efectividad en el control en Alternaria spp, Botrytis cinerea y
Penicillium spp.

Quizas los componentes del aceite de sandalo sean menos bioactivos que los de
citronela, que se presenten en concentraciones no suficientes para ejercer alguna
accion sobre el hongo, o los hongos sean mas tolerantes a ellos.

En la revision bibliografica no se encuentran estudios de sandalo frente a hongos
necrotrofos y las referencias de las que disponemos son los otros trabajos que se han
realizado en nuestro laboratorio. Por ello consideramos que es un aceite que aun tiene
mucho campo por investigar.

Alumno: Ana M? Arribas Fernandez
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia). E.T.S. Ingenierias Agrarias

Titulacion: Master en Ingenieria Agronémica 73



“Evaluacion de aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo como agentes de biocontrol de hongos necrotrofos in
vitro e in vivo”.

V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.3. Desarrollo fungico con melisa

< Melisa vs. Alternaria spp.

Se presentan a continuacion los datos que se han obtenido en este ensayo con aceite
esencial de melisa sobre los cinco hongos patogénicos de estudio a lo largo de cuatro
semanas. La grafica siguiente (Figura 62), muestra la evolucion semanal del
crecimiento de Alternaria spp., frente al aceite de melisa.

Melisa vs. Alternaria spp
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Figura 62: Evolucion semanal del crecimiento Alternaria spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con
melisa, xxx: dosis (ppm)).

La estadistica descriptiva muestra que la dosis que ejerce un cambio en el crecimiento
de Alternaria spp., esta entre 300 ppm y 1500 ppm de aceite esencial. Con 3000 ppm
de aceite, Alternaria no se desarrolla en ningun momento del ensayo.

Para dar validez a las tendencias observadas y expresar con rigor estadistico si existen
diferencias entre tratamientos como se piensa, se analizan los datos obtenidos en la
cuarta semana. El resultado de los andlisis estadisticos cuyos datos son representados
en el diagrama siguiente (Figura 63) muestran en el Test Kruskal-Wallis para la variable
independiente “tratamiento” valores de: H (4, N= 15)=14,00000 dando una probabilidad
de p =0,0073, que indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos
utilizados. El test U Mann-Whitney en la comparacion por pares muestra las diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos.
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Figura 63: Crecimiento Alternaria spp, con melisa a la 42 semana in vitro. En rojo el
control (TO); en amairillo resultados respecto a los diferentes tratamientos con melisa
(ppm): MET30, MET300, MET1500 y MET3000). Las barras que comparten la misma
letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).

Analizando los resultados de la estadistica, se confirma que la dosis minima efectiva
para el control de Alternaria spp., en este ensayo se establece a un a concentracion de
1500 ppm de aceite esencial. Y una segunda diferencia significativa se establece con
3000 ppm donde la reduccion de crecimiento es completa.

@

< Melisa vs. Asperqillus spp.

La grafica siguiente (Figura 64), muestra la evolucion semanal del crecimiento de
Aspergillus spp., frente al aceite de melisa. Se observa inmediatamente en la figura,
que el aceite no ejerce ningun tipo de control sobre el patégeno en ningun momento del
ensayo. Melisa no es efectiva en las dosis estudiadas sobre Aspergillus spp.
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Figura 64: Evolucion semanal del crecimiento Aspergillus spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con
melisa, xxx: dosis (ppm)).

En vista de que en todas las dosis el crecimiento es el 100% y por tanto no hay ningun
control, no realiza el analisis estadistico.
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< Melisa vs. Botrytis cinerea.

El tratamiento de melisa frente a Bolrytis de se representa en la grafica siguiente
(Figura 65). No se observa ningun efecto del aceite sobre el control del hongo y por
tanto ninguna dosis probada de melisa en este ensayo es efectiva.

Melisa no controla a Botrytis cinerea en las dosis ensayas en este trabajo.

Melisa vs. Botrytis cinerea
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Figura 65: Evolucién semanal del crecimiento Botrytis cinerea., en placa frente a
tratamientos con A.E. melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con
melisa, xxx: dosis (ppm).

Igual que en el caso anterior no se realiza el analisis estadistico ya que es innecesario.

@,

% Melisa vs. Fusarium oxysporum

Los datos representados a continuacion en la grafica siguiente (Figura 66), recogen la
informacion relativa al comportamiento de Fusarium oxysporum frente a la actividad del
aceite esencial. Como se observa en la figura, no hay control efectivo en el desarrollo
del hongo con este aceite de melisa en las dosis probadas.
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Figura 66: Evolucion semanal del crecimiento Fusarium oxysporum, en placa frente a
tratamientos con A.E. melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con
melisa, xxx: dosis (ppm)).

De nuevo y al igual que con los patégenos anteriores no se realiza el analisis
estadistico puesto que no hay control a las dosis ensayadas.
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< Melisa vs. Penicillium spp.

Penicillium spp., el ultimo hongo de estudio, cuyos resultados en funcién de la afeccion
que el aceite de melisa ha tenido sobre su crecimiento en las cuatro semanas de
estudio, se representan en la grafica posterior (Figura 67), muestran de nuevo que no
produce ningun control sobre el crecimiento del hongo a ninguna dosis probada.

El aceite de melisa no controla al patégeno con ninguna de las dosis ensayadas y
quizas, se deberia probar dosis superiores para valorar un posible efecto. De nuevo
obviamos los analisis estadisticos que son innecesarios con estos datos
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Figura 67: Evoluciéon semanal del crecimiento Penicillium spp., en placa frente a
tratamientos con A.E. melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con
melisa, xxx: dosis (ppm)).

A continuacion, en la ultima grafica que se presenta en este apartado (Figura 68), sobre
el control fungico que presenta el aceite de melisa versus hongos fitopatégenos, se
compara el efecto que tienen los distintos tratamientos frente a los distintos hongos del
ensayo.
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Figura 68: Efecto de los diferentes tratamientos de melisa sobre los hongos
fitopatdgenos de estudio. TO: control, SATxxx: tratamiento con sandalo a diferentes
dosis en ppm. ALT: Alternaria spp, ASP: Aspergillus spp, BOT: Botrytis cinerea, Fus:
Fusarium oxysporum, PEN: Penicillium spp.
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El desarrollo tan rapido que presentan los hongos ya en la primera semana frente a
melisa, como Aspergillus, Botrytis, Fusarium y Penicillium, muestra un control nulo del
aceite sobre dichos hongos en las concentraciones probadas.

El unico hongo que presenta una reduccién en su desarrollo es Alternaria spp, hongo
bastante susceptible a los aceites esenciales segun los datos obtenidos de este
ensayo. Con el resto de los patégenos, el crecimiento es tan rapido que ya en la
primera semana todas las placas Petri resultan invadidas, no teniéndose en cuenta ni
siquiera, los tratamientos con melisa a concentraciones de 3000 ppm.

Revisando la bibliografia disponible, se encuentra un trabajo llevado a cabo en
Marruecos por El Ouadi, et al., (2017), donde se utiliza el aceite de melisa con PDA in
vitro para control fungico de Botrytis cinerea, Penicillium expansum y Rhizopus
stolonifer y los resultados muestran que Penicillium expansum muestra un alto nivel de
susceptibilidad a concentraciones de 1000 ppm e incluso mas bajas. Rhizopus
stolonifer y Botryris cinerea se muestran un poco menos sensibles y requieren
concentracién de 2000 ppm. En el mismo trabajo se observa que se alcanzan valores
efectivos mas bajos mediante la aplicacién de vapores del aceite.

Otro ensayo llevado a cabo por Abdellatif, Boudjella, Zitouni & Hssani, (2014) con
melisa sobre el control de Fusarium spp, aunque con una orientacién mas aplicada a la
medicina muestra control de Fusarium oxysporum albedinis y Fusarium oxysporum lini,
entre 1000 ppm y 2000 ppm.

Cada patégeno se comporté de forma diferente con cada aceite; aunque en casi todos
ellos, cuanto mayor es la concentracién de aceite esencial, menor es el crecimiento del
hongo en placa.

El objetivo de este trabajo in vitro es comprobar si existe efecto de los aceites
esenciales elegidos y en que dosis son efectivos en el control de patdgenos fungicos
vegetales para poder hacer de ellos un uso como bioprotectores de cultivos (entre otros
posibles empleos), sin efectos secundarios. Con este ensayo, se confirma que
realmente existe una actividad controladora, inhibitoria por parte de los componentes de
los aceites esenciales en el crecimiento y desarrollo de los hongos patogenos aunque
en este trabajo aparecen coincidencias y discrepancias con trabajos anteriores. Las
dosis referenciadas en otros trabajos son bastante similares mientras que otros efectos
(o la falta de ellos como con el aceite de melisa) pueden achacarse a cambios de
composicion de los aceites o variabilidad de los patégenos estudiados.

En cualquier caso, el analisis in vitro, controla todos los factores externos, siendo un
primer paso para comprobar el potencial de los aceites en los hongos en el control
biolégico.

Algunas otras reflexiones de este ensayo in vitro son que efectivamente si hay un
control fungico por parte de los aceites. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados
y la revision bibliografica parece que el método de aplicacién puede ser un factor muy
importante ya que los vapores de los aceites son inmensamente mas téxicos contra los
hongos que en la fase liquida. Las dosis efectivas son muchisimo mas bajas gracias a
su naturaleza lipofilica ya que estos presentan mejor penetrabilidad por parte de las
células del micelio que disueltas en agua. Y por ello, su aplicacién supondria una
reduccion en las dosis aplicadas y por tanto en los costes de los tratamientos.
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5.2. Ensayos in vivo en material vegetal: naranjas.

Tras comprobar in vitro la eficacia de control o la actividad antifungica de los
aceites esenciales ensayados sobre el crecimiento de patdgenos fungicos, en este caso
Alternaria spp, Aspergillus spp, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Penicillium spp,
se continud el ensayo testandolos en frutas, en este caso naranjas, para evaluar su
comportamiento.

Como se ha explicado en el apartado de Material y Métodos, las naranjas son
inoculadas con cada uno de los aislados patogénicos seleccionados e introducidas
inmediatamente en el envase plastico con los aceites esenciales impregnados en un
filtro absorbente en medio de las dos naranjas y el envase se sella con Parafilm.

5.2.1. Valoracion de las lesiones en naranjas

« Alternaria spp., vs. Citronela

Los datos obtenidos corresponden a las medias de las mediciones de las lesiones
producidas en las naranjas a lo largo de las cuatro semanas de estudio, con los
diferentes tratamientos de aceites esenciales y patdégenos. En este caso de Alternaria,
se representa en los graficos siguientes (Figuras 69, 70 y 71, citronela, melisa y sandalo
respectivamente), para evaluar su evolucién y comportamiento.

Figura 69: Evolucion semanal del crecimiento Alternaria spp., in vivo, frente a
tratamientos con citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

Las mayores lesiones por Alternaria spp., se producen en las naranjas sometidas a
mayor concentracion de volatiles del aceite, por lo que el efecto inhibidor de los volatiles
presenta datos contradictorios frente a la dinamica dada en el ensyo in vitro, ya que a
mayores concentraciones de aceite esencial in vivo, se produce un desarrollo mayor del
patdgeno que con dosis menores.

Los datos son confusos, las lesiones producidas en el control no llegan a 2 cm a los 28
dias de ensayo y en todos los tratamientos con citronela, a excepcién del T30, invaden
a la naranja en su totalidad en la cuarta semana.

En vista de los resultados parece que citronela no ejerce ningun control postcosecha
sobre Alternaria spp.
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«» Alternaria spp., vs. Melisa

La grafica siguiente (Figura 70), en la que Alternaria spp, es ensayada con melisa a
diferentes dosis, muestra que el aceite de melisa no ejerce ningun control postcosecha
en la fruta, independientemente de la concentracion aplicada.

Figura 70: Evolucion semanal del crecimiento Alternaria spp., in vivo, frente a
tratamientos con melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con melisa,
xxx: dosis (ppm)).

Las lesiones producidas en el control TO, son menores que todas las lesiones
generadas por el hongo con los otros tratamientos de aceite esencial de melisa.

A la maxima dosis aplicada en el ensayo, 3000 ppm (MET3000), la invasion de
Alternaria spp., en naranja es del 100%. El aceite de melisa sobre Alternaria spp, en
este caso concreto in vivo sobre naranjas, no ejerce ningun control sobre el patogeno.

« Alternaria spp vs. Sandalo

En el ensayo de Alternaria spp., frente al aceite esencial de sandalo, los resultados de
las mediciones se muestran en la grafica siguiente (Figura 71).

Figura 71: Evolucion semanal del crecimiento Alternaria spp., in vivo, frente a
tratamientos con sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).
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Con respecto al aceite de sandalo, los datos obtenidos son también confusos ya que
con dosis de 30 ppm y de 300 ppm, las lesiones en naranjas son mayores que en las
naranjas control a la cuarta semana, y los Unicos resultados que se obtuvieron donde
se frena el desarrollo de la invasion de Alternaria spp., es con dosis de 1500 y 3000
ppm, donde el crecimiento del hongo es muy leve. La dosis de aceite esencial de
sandalo que ejerce un control fungico postcosecha en naranja, parece ser segun los
datos de este ensayo a 3000 ppm.

Para dar validez a las tendencias observadas en las graficas anteriores y a las
conclusiones preliminares expuestas, se analizan los datos estadisticamente para
determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
tratamientos de aceites esenciales aplicados.

El resultado de los analisis estadisticos son representados en el diagrama de barras
siguiente (Figura 72) en el que el Test Kruskal-Wallis resultados estadisticamente
significativos para citronela (p =0,0009) y melisa (p =0,0439) pero no para sandalo
(p=0,7684).

El test U Mann-Whitney en la comparacion por pares indica que hay diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos.
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Figura 72: Valores medios de la lesion producida en naranjas por Alternaria spp en la
42 semana. TO: Control; T(X): Tratamiento con aceite esencial (ppm), citronela
(CITRON), melisa (MELISA) y sandalo (SANDAL). Las barras que comparten la misma
letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).

Tras representar los resultados estadisticos en el diagrama de barras de la grafica
anterior (Figura 72), y ver en forma conjunta los resultados de las lesiones en la cuarta
semana en funcion del aceite esencial y su concentracion, se concluye que el andlisis
estadistico aporta diferencias significativas desde el punto de vista matematico pero no
aporta ninguna conclusién desde el punto de vista del control biolégico ya que el
tratamiento control (T0), no permite hacer comparaciones.

El problema de este ensayo con Alternaria spp., ha sido que en los tratamientos control
(TO), el hongo se ha desarrollado levemente, mientras que en el resto de tratamientos
con aceites esenciales, el desarrollo fungico ha sido bastante considerable. El efecto de
los aceites esenciales sobre el control fungico en postcosecha ha sido el contrario del
esperado incrementando las lesiones en lugar de reducirlas.
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< Asperqillus spp., vs. Citronela

Aspergillus spp, otro hongo dentro del estudio, presenta la evolucién de las lesiones
que éste produce en naranja en las figuras 73, 74 y 75 frente a tratamientos con
citronela, melisa y sandalo respectivamente).

En la grafica siguiente (Figura 73), se representan las progresiones de las lesiones en
funcion del tratamiento con citronela en las cuatro semanas de estudio.

Aspergillus spp., vs. citronela
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Figura 73: Evolucién semanal del crecimiento Aspergillus spp., in vivo, frente a
tratamientos con citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

El unico tratamiento que aparentemente ejerce un control sobre el Aspergillus spp.,
segun la grafica anterior es el CIT300, es decir, 300 ppm de citronela, ya que en la
cuarta semana, el desarrollo con 300 ppm de aceite presenta el 60,7% de invasion
fungica, frente al 100% del resto de tratamientos.

< Asperqillus spp., vs. Melisa

El efecto inhibidor sobre el crecimiento de Aspergillus spp., con melisa a lo largo de las
semanas de estudio se presenta en la grafica siguiente (Figura 74).

Figura 74: Evolucion semanal del crecimiento Aspergillus spp., in vivo, frente a
tratamientos con melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con melisa,
xxx: dosis (ppm)).
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En el control de Aspergillus spp, con melisa, el resultado es totalmente contrario al
esperado. El tratamiento control (T0), permanece inalterado por tres semanas, cuando
a la dosis maxima (T3000) en ese mismo momento, el desarrollo de la lesién es del
82%. Sin embargo, al final de este ensayo, melisa no ejerce ningun tipo de reduccion o
control en el desarrollo del hongo en la fruta, ya que a la cuarta semana, todas las
naranjas estan invadidas al 100%.

R/

% Asperqillus spp., vs. Sandalo

En la grafica siguiente (Figura 75), se presenta la evolucion de las lesiones frente al
aceite de sandalo.

Aspergillus Vs sandalo
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Figura 75: Evolucién semanal del crecimiento Aspergillus spp., in vivo, frente a
tratamientos con sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).

Se observa el mismo caso que con melisa y citronela, el tratamiento control presenta
los menores crecimientos del patégeno, por lo que no se pueden hacer comparaciones
entre tratamientos.

Se han analizado los datos estadisticamente solo en el caso de citronela donde habia
alguna diferencia en la cuarta semana pero esta diferencia es aparente y no
estadisticamente significativa.

En la grafica que aparece a continuacion, (figura 76), se muestra el alcance de las
lesiones producidas por Aspergillus spp., en naranjas frente a diferentes tratamientos
de aceite esencial de citronela, melisa y sandalo a las cuatro semanas del ensayo,
donde se ve que ninguno de los aceites ensayados ejerce ningun control sobre el
patdgeno, ya que no existen diferencias estadisticas significativas entre el control y
tratamientos y tampoco con citronela 300 ppm, donde en un primer momento se pensoé
que podria ejercer algun control.
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(mm) : 43 semana
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Figura 76: Valores medios de la lesion producida en naranjas por Aspergillus spp en la
4% semana. TO: Control; T(X): Tratamiento con aceite esencial (ppm), citronela
(CITRON), melisa (MELISA) y sandalo (SANDAL). Las barras que comparten la misma
letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).

«» Botrytis cinerea vs. Citronela

En la grafica siguiente (Figura 77) de la evolucidon de Botrytis frente a citronela, se
aprecia que el tratamiento que mejor controla al hongo es la concentracion de 1500
ppm de citronela ya que a las cuatro semanas presenta una lesién de 3,2 cm, mientras
que el resto de las naranjas presentan una invasion del 100%.

Botrytis Vs citronela
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Figura 77: Evolucién semanal del crecimiento Botrytis cinerea., in vivo, frente a
tratamientos con citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).
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«» Botrytis cinerea vs. Melisa

En la grafica siguiente (Figura 78), se presenta la evolucion del efecto del aceite
de melisa sobre Botrytis cinerea. Como se puede observar, el control ejercido de
este aceite sobre el hongo, es nulo, no pudiéndose establecer ninguna dosis de
control.

Figura 78: Evolucion semanal del crecimiento Botrytis cinerea., in vivo, frente a
tratamientos con melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

«* Botrytis cinerea vs. Sandalo

A continuacion la grafica siguiente (Figura 79), muestra la evolucion de las lesiones en
naranja frente al aceite de sandalo.

Figura 79: Evolucion semanal del crecimiento Botrytis cinerea., in vivo, frente a
tratamientos con sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).
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Evaluando al sandalo como controlador fungico sobre Botrytis, en funcion de la grafica
presentada, se observa que este aceite parece tener efecto controlador sobre el hongo,
ya que en la cuarta semana, a dosis de 1500 ppm ejerce un control del hongo del
100%.

Cuando se analizan todos datos estadisticamente para validar lo comentado (Figura 80)
solamente el aceite de sandalo muestra diferencias significativas (Test Kruskal-Wallis:
H (4, N= 20)=15,15518, p =0,0044). Botrytis frente a citronela no es significativo (p
=0,1266) y para melisa todos los resultados son 100% de crecimiento fungico.

En la grafica vemos que hay diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney) entre tratamientos con sandalo, ya que a concentraciones de 30 ppm y 1500
ppm, se produce una notable reduccion de las lesiones o incluso ni aparecen como es
el caso con el tratamiento de 1500 ppm. Sin embargo, la dosis superior de 3000 ppm no
difiere del control.
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Figura 80: Valores medios de la lesién producida en naranjas por Botrytis cinerea en la
42 semana. TO: Control; T(X): Tratamiento con aceite esencial (ppm), citronela
(CITRON), melisa (MELISA) y sandalo (SANDAL). Las barras que comparten la misma
letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05
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«» Fusarium oxysporum vs. Citronela

El siguiente patégeno necrotrofo que se la estudiado in vivo en este ensayo es
Fusarium oxysporum también en naranjas, donde los resultados se presentan en las
siguientes graficas (figura 81, 82 y 83, citronela, sandalo y melisa respectivamente),
mostrando la evoluciéon de las lesiones en la fruta durante las cuatro semanas de
ensayo en funcion del tratamiento del aceite esencial elegido.

Figura 81: Evolucion semanal del crecimiento de Fusarium oxysporum., in vivo, frente a
tratamientos con citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

Los resultados obtenidos en las naranjas durante estas cuatro semanas con los
diferentes aceites frente a Fusarium oxysporum, no aportan ningun dato claro. El
tratamiento control, es decir naranjas inoculadas con Fusarium, y sin ninguna
concentraciéon de aceite esencial, no se desarrolla por lo que no se expresa en forma de
lesion a lo largo del ensayo.

No se puede concluir con datos concretos sobre el desarrollo de este hongo en frutas y
su control con aceite esencial de citronela ya que al no haberse desarrollado en el
tratamiento control, no se pueden hacer comparaciones validas.
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« Fusarium oxysporum vs. Melisa

Con respecto a melisa, la grafica que se presenta a continuacion (Figura 82), describe
también la evolucion del patdgeno frente a los diferentes tratamientos con este aceite
esencial. Los resultados son confusos como en las anteriores graficas debido a que en
el control, el hongo no se manifiesta durante las cuatro semanas de ensayo y
tratamientos como el T3000, que es el tratamiento con mayor concentracion de aceite
esencial, es el que menor control ejerce sobre el hongo y en el que mas deprisa se
desarrolla en las cuatro semanas del ensayo.

Fusarium oxysporum vs. melisa
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Figura 82: Evolucion semanal del crecimiento de Fusarium oxysporum., in vivo, frente a
tratamientos con melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con melisa,
xxx: dosis (ppm)).

« Fusarium oxysporum vs. Sandalo

En la grafica siguiente (Figura 83), se representan las lesiones producidas por Fusarium
oxysporum en las naranjas, respecto a diferentes tratamientos con sandalo como
agente de control fungico.

Figura 83: Evolucién semanal del crecimiento de Fusarium oxysporum., in vivo, frente a
tratamientos con sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).
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Observando el gréfico se ve que el tratamiento control no se ha desarrollado por lo que
no se pueden hacer comparaciones entre tratamientos.

Se analizan los datos estadisticamente para ver si hay alguna diferencia significativa
entre tratamientos y los resultados de los analisis estadisticos son representados en el
diagrama de barras (Figura 84).

El Test Kruskal-Wallis da una probabilidad de p =0,0569, para citronela y de p =0,0009
para melisa. Sin embargo las diferencias se deben al crecimiento nulo en los controles
positivos.

A continuacion, en la siguiente grafica (Figura 86), como se ha venido haciendo con los
patdbgenos y aceites anteriores, se presentan en conjunto las mediciones de las
lesiones producidas por Fusarium oxysporum a la cuarta semana de envasado con
cada aceite esencial en las concentraciones establecidas en el ensayo y los resultados
de la estadistica anterior.
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Figura 84: Valores medios de la lesion producida en naranjas por Fusarium oxysporum
en la 42 semana. TO: Control; T(X): Tratamiento con aceite esencial (ppm), citronela
(CITRON), melisa (MELISA) y sandalo (SANDAL). Las barras que comparten la misma
letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05.

La interpretacion de los datos de esta grafica, no aporta ningun dato interesante para
proponer dosis de control efectivas que inhiban el crecimiento del hongo frente a los
diferentes tratamientos con aceite esencial de citronela, sandalo o melisa.
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« Penicillium spp., vs. Citronela

El ultimo hongo que se ha ensayado ha sido Penicillium spp. Como en casos anteriores,
los datos recogidos durante las cuatro semanas de crecimiento se representan en la
grafica siguiente y se evalua su comportamiento a lo largo de ellas frente a los
diferentes tratamientos con aceites aplicados en el envase.

En la grafica siguiente (Figura 85), se evalua el control de citronela sobre Penicillium
spp, y se observa que con los tratamientos de 1500 y 3000 ppm, el hongo se mantiene
inactivo durante las dos primeras semanas y a partir de aqui crece levemente hasta la
tercera y es a partir de ella, donde el crecimiento es vertiginoso hasta la cuarta semana
mientras que los tratamientos de 30 y 300 ppm, no han controlado al hongo.

Penicillium spp., vs. citronela
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Figura 85: Evolucion semanal del crecimiento de Penicillium spp., in vivo, frente a
tratamientos con citronela. Tratamientos: TO (control), CITxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

El tratamiento control en este ensayo ha prosperado, Penicillium es un hongo muy
asociado a los citricos y quizas sea esta la causa de su rapido desarrollo.

El tratamiento por encima de 1500 ppm, produce cierto efecto control en el desarrollo
del hongo, aunque en la cuarta semana del ensayo su desarrollo sea del 100%.

Alumno: Ana M? Arribas Fernandez
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia). E.T.S. Ingenierias Agrarias

Titulacion: Master en Ingenieria Agronémica 90



“Evaluacion de aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo como agentes de biocontrol de hongos necrotrofos in
vitro e in vivo”.

V. RESULTADOS Y DISCUSION

«» Penicillium spp., vs. Melisa

El comportamiento de Penicillium spp., frente a las distintas dosis de melisa ensayadas,
se representan en la grafica (Figura 86) siguiente.

El desarrollo del hongo en funcidn de la concentracion del aceite, es arbitrario. No hay
una concentracion de aceite esencial de melisa que controle al hongo de una manera
efectiva segun podemos interpretar visualmente de los datos.
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Figura 86: Evolucion semanal del crecimiento de Penicillium spp., in vivo, frente a
tratamientos con melisa. Tratamientos: TO (control), METxxx (tratamientos con
citronela, xxx: dosis (ppm)).

« Penicillium spp., vs. Sandalo

A continuacion se muestran los datos relativos al comportamiento de Penicillium spp.,
frente a distintos tratamientos de aceite esencial de sandalo. Los resultados obtenidos
de las mediciones en naranjas se representan en la grafica siguiente (Figura 87). Como
se observa en el grafico, sandalo si ejerce un control inhibitorio en el crecimiento del
hongo. La concentracién que mejor controla a Penicillium spp., es 30 ppm de aceite
segun la grafica. El resto de los tratamientos con dosis mucho mayores (300 ppm, 1500
ppm y 3000 ppm), también ejercen un control en el desarrollo del hongo, pero a
mayores concentraciones de aceite, mayor es su desarrollo.
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Figura 87: Evolucidon semanal del crecimiento de Penicillium spp., in vivo, frente a
tratamientos con sandalo. Tratamientos: TO (control), SATxxx (tratamientos con
sandalo, xxx: dosis (ppm)).
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Se analizan los datos estadisticamente para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes tratamientos de aceites esenciales
aplicados. El resultado de los analisis estadisticos son representados en el diagrama de
barras siguiente (Figura 88). El Test Kruskal-Wallis solo dio diferencias significativas en
sandalo (H (4, N= 20)=4,879663, p =0,047222) y el test U Mann-Whitney en la
comparacion por pares indica las diferencias estadisticamente significativas entre los
distintos tratamientos.
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Figura 88: Valores medios de la lesion producida en naranjas por Fusarium oxysporum
en la 42 semana. TO: Control; T(X): Tratamiento con aceite esencial (ppm), citronela
(CITRON), melisa (MELISA) y sandalo (SANDAL). Las barras que comparten la misma
letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05

Observando los datos, el unico valor que presenta diferencia significativa con el control
es el sandalo en el tratamiento T30, mientras que en el resto de dosificaciones no
muestran diferencias significativas.

Tras el analisis de los resultados del ensayo in vivo con naranjas, los datos obtenidos
son confusos ya que los diferentes hongos no reaccionan a las concentraciones de los
aceites esenciales de una manera “normal o esperada” como ocurre por ejemplo en los
ensayos in vitro, donde a mayores concentraciones de aceite esencial, mayor es el
control producido en el patégeno. Los patégenos de los tratamiento control en los
ensayos, TO, no se desarrollan o se desarrollan mucho menos que con las diferentes
dosis de aceites esenciales aplicadas.

Pueden haber incidido muchas circunstancias en este ensayo in vivo, para que los
datos obtenidos sean poco aclaratorios y no muestren los resultados esperados de
inhibicion en las naranjas: el envase plastico utilizado para su envasado que quizas no
cumpla con las necesidades quimico-fisicas de los volatiles y los deje escapar, la cepa
concreta de hongo utilizado en el ensayo y las caracteristicas quimicas especificas y
porcentaje de sustancias activas fungicas de los aceites esenciales probados, entre
otras.
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En todos los ensayos revisados, hay un factor comun en la inhibicién del desarrollo de
los patégenos y es que a mayor concentracién de aceite esencial, mayor dominio y
control sobre el necrotrofo. Abd-Alla, Abd-El-Kader, Abd-El-Kareem, & EI-Mohamedy.
(2011) evaluan los aceites esenciales de citronela, tomillo y acido paracético en fresas
para el control de Botrytis cinerea y en fase de vapor a 200 ppm se produce una
reduccion en las lesiones mientras que con fase liquida la dosis efectiva es diez veces
mayor. Otro ensayo llevado a cabo en la India por Shahi, S.K., Patra, M., Shukla, A.C.,
& Dikshit, A. (2003), sobre el control de patdogenos postcosecha como Botrytis cinerea,
Penicillium expansum y Phoma violacea con citronela en manzana, demostré que se
alcanzaba la inhibicion completa de los tres patégenos a concentraciones de 20.000
ppm mediante tratamiento de preinoculacién mientras que con el tratamiento
postinoculacién necesitaba 30.000 ppm de aceite de citronela (Cymbopogon flexuosus),
para un control del 100% de la pudricion. En este caso vemos que las dosis son muy
superiores a las usadas en el presente estudio.

Bhaskara-Reddy, Angers, Gosselint & Arul, (1997), ensayan con aceite esencial de dos
clones de tomillo (Thymus vulgaris) en fresa (fragaria ananassa), para el control de
Botrytis cinerea. Se obtuvieron datos positivos a una concentracion de 200 ppm de
aceite esencial cuando la fresa es inoculada mediante esporas y las fresas se depositan
en envases plasticos y en medio de ellas, se asienta una esponja impregnada de aceite
de tomillo. Un trabajo realizado sobre control de la pudricion de Alternaria alternata en
tomate recién cosechado y almacenado, con aceite esencial de Cassia angustifolia,
muestra que a 500 ppm de este aceite, Alternaria alternata reduce considerablemente
las pudriciones Feng, W. & Zheng, X. (2006).

Se dispone de abundante bibliografia sobre el control fungico in vivo en material
vegetal, siendo el denominador comun en todos los ensayos, que los aceites esenciales
si ejercen un control efectivo en la conservacion postcosecha de los productos
perecederos, tanto suculentos o como en grano. Las diferencias entre dosificaciones
varian mucho en funcién del protocolo a seguir en el ensayo (inoculacion del patégeno,
modo de aplicacion del aceite esencial, tipo de envasado), material vegetal a estudiar,
del tipo de hongo especifico y caracteristica especificas quimicas del aceite esencial a
utilizar.
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5.3. Ensayos in vitro: germinacion de esporas en PDA

5.3.1. Valoracion de la germinacion de esporas de patégenos con
aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo.

En este ensayo se ha evaluado la capacidad de germinar y desarrollar el tubo
germinativo en presencia del aceite esencial. En este ensayo, sélo se han testado los
tratamientos con mayores dosis de aceite esencial como son T1500 (1500 ppm) y
T3000 (3000 ppm) ya que se ha comprobado mediante los estudios in vitro que a
dichas dosis se ejerce un control inhibitorio sobre todos los hongos de estudio.

Segun la bibliografia revisada (Shaaban, Ramadan, Amer, EI-Sideek, & Osman, 2013),
hay una relacién proporcional entre las concentraciones aplicadas de aceite esencial y
la produccion de esporas; a mayor concentracion de aceite, menor es la produccion de
propagulo y menor porcentaje de germinacion presenta las esporas formadas.

% Alternaria spp., vs. Citronela, melisa y sandalo

En la grafica siguiente (Figura 89), se representa el porcentaje de germinacién de
esporas de Alternaria spp, frente al aceite de citronela, sandalo y melisa con sus
respectivos tratamientos de 1500 ppm y 3000 ppm.

Si se analizan los datos estadisticamente mediante los tests no paramétricos, (Kruskal-
Wallis test: H (6, N= 21) =7,396042 p =0,046302), indica que hay diferencias
significativas en el conjunto y test U Mann-Whitney en la comparacioén por pares indica
que hay diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos.

Se observa que éstas solo se producen entre el control y el tratamiento con citronela a
una concentracién de 3000 ppm, donde la germinacion de las esporas alcanza un 3,5%
respecto al control que obtiene valores de 33%.

El resto de los tratamientos a excepcion de melisa T1500 y citronela T1500, la
germinacion se ve mermada por la accién de los aceites pero no presentan diferencias
significativas con respecto al control y resto de tratamientos.
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Figura 89: Porcentaje de germinacion de esporas de Alternaria spp en funcién del
tratamiento y aceite esencial. Cl: citronela, ME: melisa, SA: sandalo. Las barras que
comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de
Mann-Whitney p>0,05
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Se podria concluir como resultado general que solo la dosis de citronela a 3000 ppm,
produce un control efectivo en la germinacién de esporas de Alternaria.

< Asperqillus spp., vs. Citronela, melisa y sandalo

En la grafica siguiente (Figura 90), se representa la germinacién de las esporas de
Aspergillus spp, otro hongo de estudio y productor de micotoxinas, frente a las distintas
dosis de los aceites esenciales a estudiar.
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Figura 90: Porcentaje de germinacién de esporas de Aspergillus spp en funcién del
tratamiento y aceite esencial. Cl: citronela, ME: melisa, SA: sandalo. Las barras que
comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de
Mann-Whitney p>0,05.

Aspergillus spp. ve limitada la germinaciéon de sus esporas los aceites esenciales del
estudio a las concentraciones a ensayar (Kruskal-Wallis test: H (6, N= 21) =7,493275 p
=0, 042146). Sin embargo, sélo se presentan diferencias estadisticamente significativas
(test U Mann-Whitney) en la comparacion por pares entre melisa a 3000 ppm vy el
control.

Ha de senalar que el porcentaje de germinacion del control sélo alcanzé el 7%. Se
podria entonces establecer como dosis efectiva para el control de la germinacién de
esporas de Aspergillus, el aceite esencial de melisa a 3000 ppm.

% Botrytis cinerea., vs. Citronela, melisa y sandalo

Respecto a Botrytis cinerea, los resultados obtenidos que se representan en la grafica
siguiente (Figura 91), muestran mejores valores a primera vista, ya que el porcentaje de
germinacion de esporas es mayor en el control y en todas las variantes de tratamiento-
aceite, se observa una reduccién en la germinacion.

Para comprobar estas afirmaciones visuales y ver que realmente hay diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, se analizan los datos mediante los test
no paramétricos (p=0,049535 en el test U Mann-Whitney), indicando que hay
diferencias significativas en el conjunto y por lo tanto diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos tratamientos.

Se concluye entonces, que los tratamientos de citronela y melisa, ejercen un control
efectivo en la germinacion de Botrytis cinerea en las dosis probadas. El aceite de
sandalo también inhibe la germinacién pero no es estadisticamente significativo.
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Figura 91: Porcentaje de germinacion de esporas de Botrytis cinerea en funcion del
tratamiento y aceite esencial. ClI: citronela, ME: melisa, SA: sandalo. Las barras que
comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de
Mann-Whitney p>0,05

«» Fusarium oxysporum., vs. Citronela, melisa y sandalo

Los datos de los porcentajes de germinaciéon de esporas de Fusarium oxysporum frente
a los tratamientos con aceites esenciales, se recogen en la grafica siguiente (Figura
92), donde los resultados son poco concluyentes ya que las esporas del tratamiento
control, las cuales no contienen ningun aceite esencial, germinan soélo un 3% del total.

No contando con un tratamiento control (T0O), para hacer las sucesivas comparaciones
entre tratamientos, no se puede emitir ninguna conclusién sobre el efecto bioactivo de
los aceites sobre las esporas.

Se analizan los datos estadisticamente, (Kruskal-Wallis test: H (6, N= 21) =3,863830
p=0,6951), y los resultados confirman que no hay diferencias significativas en el
conjunto de datos.
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Figura 92: Porcentaje de germinacién de esporas de Fusarium oxysporum en funcién
del tratamiento y aceite esencial. Cl: citronela, ME: melisa, SA: sandalo. Las barras que
comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de
Mann-Whitney p>0,05
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% Penicillium spp., vs. Citronela, melisa y sandalo

En el diagrama de barras siguiente (Figura 93), se presentan los porcentajes de
germinacion de las esporas de Penicillium spp, frente a los diferentes tratamientos con
citronela, melisa y sandalo. En este caso, los porcentajes de germinacién, incluso en el
control son bastante bajos, sélo un 3,3% de las esporas han germinado.

La observacion del grafico muestra que tanto el aceite de citronela como el aceite de
sandalo producen un efecto inhibitorio en la germinacién de esporas. Melisa también
inhibe la germinacion a 3000 ppm.

Para validar estos datos y confirmar que las diferencias halladas si presentan valores
de significacién estadisticos, se analizan los datos mediante los test no paramétricos
(Kruskal-Wallis test: H (6, N= 21) =12,93837 p =0,0440 y test U Mann-Whitney en la
comparacion por pares), indicando que hay diferencias significativas en el conjunto y
por lo tanto, diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos,
por lo que anunciado anteriormente se confirma.

El aceite de citronela en todas sus dosis probadas, melisa a 3000 ppm y sandalo
también a concentracibn maxima reducen la germinacion de esporas de forma
estadisticamente significativa. El tratamiento de sandalo a la concentracion de 1500
ppm, presenta reduccién en la germinacion de esporas aunque no presenta diferencias
significativas con el resto.
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Figura 93: Porcentaje de germinacion de esporas de Penicillium spp, en funcién del
tratamiento y aceite esencial. Cl: citronela, ME: melisa, SA: sandalo. Las barras que
comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de
Mann-Whitney p>0,05

Muchos de los ensayos cientificos que estudian el comportamiento inhibitorio que los
aceites esenciales tienen sobre los hongos in vitro, estudian también la produccion y la
germinacion de esporas. En el ensayo realizado por Shaaban, Ramadan, Amer, El-
Sideek, & Osman, (2013), los resultados mostraron que la produccién de esporas fue
significativamente inhibida por las diferentes concentraciones de aceite esencial de
citronela, con una reduccion de la produccion de esporas del 23.2% para Asperqgillus
flavus, 39.2% para A. parasiticus, 38.9% para A. niger, y 45.6% para A. ochraceus a
una concentracion de 1000 ppm y la reduccion mas pronunciada en la germinacién de
esporas de todos los hongos analizados se produjo en la concentracion mas alta de
aceites esenciales 4000 ppm. El aceite de citronela también mostré una notable
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reduccion del desarrollo del micelio y de la sintesis de aflatoxina B1, por A. flavus,
inhibiendo completamente la produccion de éstas en 4000 ppm.

Oftro trabajo realizado en fresa por Abd-Alla, et al. (2011), sobre la produccion vy
germinacion de esporas de Boftrytis cinerea, mostré que los tratamientos de vapor a 100
ppm y en liquido a 500 ppm redujeron significativamente la germinacion. Feng, W., &
Zheng, X. (2006), estudian el efecto inhibitorio que tiene el aceite esencial de cassia
sobre la germinacién de esporas de Alfernaria alternata, y afirman que con dosis de 500
ppm de aceite esencial, la germinacién se reduce a un 4,9%.

Muchos otros ensayos apoyan que los aceiten esenciales influyen directamente en la
produccion y germinacion de esporas y que se produce una correlacion o proporcion
directa entre la inhibicion y la concentracion de aceite esencial empleado. Se confirma
también gracias a la bibliografia revisada, que el aceite esencial en forma de vapor,
ejerce un control mas efectivo sobre la produccion y germinaciéon de esporas que en
fase liquida.

En las siguiente tabla (Tabla 7) se resumen las dosis efectivas de los diferentes aceites
esenciales frente a los hongos oportunistas ensayados en el ensayo de crecimiento in
vitro en PDA (Tabla 7A), in vivo sobre naranja (Tabla 7B) y germinacion de espora in
vitro (Tabla 7C).

Tabla 7: Resumen de las dosis efectivas de los aceites esenciales (A) crecimiento in
vitro en PDA, (B) in vivo sobre naranja, (C) germinacién esporas in vitro

(A) PDA Alternaria Aspergillus Botrytis Fusarium Penicillium
Citronela 300 ppm 1500 ppm 1500 ppm 1500 ppm 1500 ppm
Melisa 1500 ppm - - - -
Sandalo 300 ppm 1500 ppm 300 ppm 1500 ppm 300 ppm
(B) Naranja Alternaria Aspergillus Botrytis Fusarium Penicillium
Citronela - - - - -
Melisa - - - - -
Sandalo - - 30y 1500 ppm - 30 ppm
(C) Esporas Alternaria Aspergillus Botrytis Fusarium Penicillium
Citronela 3000 ppm 1500 ppm - 1500 ppm
Melisa - 3000 ppm 1500 ppm - 3000 ppm
Sandalo - - - 3000 ppm
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CONCLUSIONES:

El crecimiento miceliar in vitro en medio PDA de todos los hongos fue reducido
por los aceites esenciales de citronela y sandalo a partir de dosis de 300 ppm o
1500 ppm mientras que el aceite esencial de melisa solo funcioné frente a
Alternaria a partir de 1500 ppm.

Los ensayos sobre naranja recolectada son confusos y caéticos, no pudiéndose
establecer ninguna conclusion clara en el control fingico postcosecha y aunque
en casos puntuales si haya habido “efecto inhibitorio” como ha ocurrido con el
aceite de sandalo en Botrytis cinerea y Penicillium spp. ha sido en dosis
intermedias.

El ensayo de germinacion de esporas in vitro, presenta buenos resultados en
diferentes combinaciones funcionando todos los aceites en Penicillium y ninguno
en Fusarium.

Los aceites esenciales de citronela, melisa y sandalo presentan posibilidades en
el control de los cinco hongos ensayados y las pruebas in vitro han sido
positivas sin embargo el proceso de aplicacién sobre sustrato vegetal debe
refinarse para alcanzar resultados mas consistentes.
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