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1. RESUMEN

En la agricultura, los hongos han supuesto un problema desde los comienzos de la
actividad, generando pérdidas en las cosechas durante el periodo de siembra, desarrollo de la
planta o el fruto, recoleccion o almacenamiento. Segun la Food and Agriculture Organization
(FAO), el 6 % de las pérdidas en la agricultura se deben a hongos y diversas enfermedades. Los
hongos que mas problemas producen en la agricultura pertenecen a los siguientes
géneros: Alternaria, Mucor, Botrytis, Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia, Phoma,
Rhizopus y Penicillium, estos hongos causan alteraciones de manera frecuente en diferentes
cultivos, alteraciones que afectan al aspecto natural, nutricional, caracteristicas organolépticas
y dificultad de conservacion, ademas pueden afectar al consumidor produciéndole alergias e
intoxicaciones, ya producen estructuras especializadas que se depositan sobre el cultivo,
penetrando e invadiendo y eventualmente colonizando masivamente el tejido para causar dafio
y segregar sustancias, como consecuencia de su metabolismo secundario. Los dos momentos
clave en que estos agentes actian y producen mayores pérdidas son en campo y en
almacenamiento, nosotros nos centraremos en este estudio en el almacenamiento, mas
concretamente en el sector fruticola, puesto que es en el momento donde se producen las
mayores pérdidas tras su cosecha, llegando a alcanzar valores de hasta el 5 %. En algunos paises
productores de fruta, el porcentaje de pérdidas que representan las pérdidas en postcosecha

pueden llegar a suponer un 50 % de la produccion.

Estos hongos son combatidos actualmente con productos quimicos junto con diversas
técnicas como la frigoconservacion o el uso de atmosferas controladas, aunque lo que se esta
buscando es encontrar productos de origen natural que hagan la misma funciéon que los
fungicidas quimicos. En el presente estudio se pretende hacer una primera prueba de la
eficiencia de diferentes aceites esenciales en el control in vitro e in vivo de estos hongos. En
este estudio se analizan distintas concentraciones de aceites esenciales obtenidos de las plantas
de cedro (Cedrus deodara), pino (Pinus sylvestris), abeto (Abies sibirica) y canela
(Cinnamomum verum) con el objetivo de buscar un posible tratamiento ante las pudriciones y
dafios producidos por hongos necrotrofos como Fusarium oxysporum, Penicillium spp.,

Aspergillus spp., Cladosporium spp. y Alternaria spp.
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Tras realizar nuestro estudio y comprobar la eficacia de cada aceite esencial vemos que
su eficacia in vitro ha sido bastante dispar, teniendo resultados bastante buenos en la inhibicion
de la mayoria de hongos con los aceites de cedro y canela a dosis de 3000 ppm, mientras que
otros como el aceite esencial de pino o el de abeto han mostrado menor capacidad de inhibicion
de los hongos necrotrofos probados. En cuanto a los estudios in vivo estos no han sido
satisfactorios ya que en el primero aparecieron contaminaciones que impidieron la obtencion
de datos y en el segundo el crecimiento del Penicillium spp. probado no se vio afectado por los
aceites esenciales, impidiendo su comprobacién como alternativas a los fungicidas quimicos

actuales.
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2. INTRODUCCION

La produccion de frutas y hortalizas en la Unién Europea llegd a alcanzar un valor de
82.880 millones de euros en 2022, un 16% mas de la media de los afios anteriores (2017- 2021),
manteniendo el aumento de dichos afos. Espaiia con 15.861 millones de euros en 2022, supone

el 19% del valor total, siendo el pais europeo con mayor produccion.

En Espana, la produccion de fruta y hortalizas suponen el 43 % de produccion vegetal
y el 25% de la Produccion de la Rama Agraria. El sector de los citricos (material de estudio del
presente trabajo) cuenta con la segunda mayor superficie de las distintas producciones de frutas
o hortalizas, 292.000 ha a nivel nacional. Ademas, es el sector fruticola que mas cantidad
produce, llegando en el afio 2022 a los 5.848.222 toneladas de fruta (Ministerio de Agricultura,
2023).

El sector de los citricos es bastante importante a nivel nacional, ya que es uno de los
sectores agrondomicos que mas dinero genera y cantidad de producto genera. Aun asi, uno de
los grandes problemas a los que se enfrenta este sector son a las pérdidas debidas a plagas o
enfermedades causadas por hongos, bacterias u otros patogenos, las cuales pueden suponer
pérdidas millonarias. El momento donde se producen mayores pérdidas por dichos patdégenos
es en la conservacion del producto. Para evitarlo, los productores usan distintas técnicas de
conservacion como la frigoconservacion junto con el uso de productos quimicos. Actualmente,
lo que se busca, es una alternativa natural a esos productos quimicos que no presente posibles

efectos toxicos a corto o a largo plazo para la planta o el consumidor.

Los productos quimicos mas utilizados actualmente para postcosecha de citricos
contienen los siguientes materias activas: tiabendazol, imazalil, orto-fenilfenol, miclobutanil y
procloraz. Aun teniendo todas estas materias activas, el producto quimico que mejores
resultados ha dado es el tiabendazol. El tiabendazol es un benzimidazol (hidrocarburo
aromatico caracterizado por la fusion sistémico con actividad antifiingica preventiva y curativa
por contacto, de amplio campo de accion. La formula quimica del tiabendazol es CIOH7N3S,
en la industria alimentaria es identificado como E-233. Es utilizado en proteccidon preventiva
de podredumbres presentes en almacenaje producidas por., Diaporthe citri (Phomosis),
Botryosphaeria rhodina (diplodiosis), Botrytis spp, Penicillium digitatum, Penicillium

expansum, etc.; también actua sobre Aspergillus spp., Gloeosporium spp., Fusarium spp. y otros
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hongos. Este producto no afecta a Alternaria spp., Pythium spp., Phytophthora spp., Pythium
spp. ni Rhizopus spp. (Palou, 2007)

En cuanto a las alternativas naturales para este producto no existe ninguna opcion
probada y utilizada a nivel industrial de manera eficaz. Aun asi, un primer paso puede ser el
uso de los aceites esenciales provenientes de las plantas, productos naturales que ya se estan
estudiando e incluso utilizando como fungicidas o insecticidas registrados (aceite de clavo, de
menta o de naranja). El caso mas proximo a nuestra situacion es el aceite de clavo, este producto
fue inscrito en el afio 2013 como un fungicida natural que combatia la gloeosporiosis
(Neofabrea spp.) en frutas como la manzana, melocotéon o pera. La manera de aplicacion de
este producto es directamente sobre la fruta mediante ducha "sistema drencher" durante 2
minutos a 48° C, utilizando aproximadamente 1 L. de caldo por cada 3 toneladas de fruta (este

método de actuacion es el que intentaremos replicar en los estudios in vivo mas adelante).

2.1. Hongos necrotrofos

Estos hongos, en ocasiones llamados oportunistas, son un tipo de hongo fitopatogeno
con una forma particular de afectar a las plantas. La diferencia entre los necrotrofos y otros
tipos de hongos fitopatdgenos es que estos extraen nutrientes de los diferentes tejidos vegetales
mediante el uso de enzimas y toxinas que degradan los tejidos y producen la muerte de los
mismos para alimentarse del producto resultante (Villajos, 2024). En esta categoria entrarian
los hongos que vamos a estudiar junto con otros conocidos, como Botrytis, Septoria o
Phytophtora (oomyceto). En el lado opuesto estan los biotrofos (como las royas) que se
alimentan de las células, pero sin una destruccion de estas, aunque a largo plazo también las

plantas mueren.

2.1.1. Alternaria spp.

Alternaria es un género de hongos ascomicetos presente en numerosos cultivos, hay un
total de 45 especies que, en humanos, pueden causar alergias o rinitis. Es una especie de hongo
bastante agresiva y de crecimiento rapido, llegando a causar un gran numero de pérdidas
agrondmicas, por ejemplo, en el cultivo de patata, donde es responsable de hasta un 20 % de

las pérdidas. Es un patégeno que puede observarse en campo y en producto recolectado, y que
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presenta las caracteristicas propias de los hongos oportunistas que aprovechan las condiciones

de humedad y temperatura favorables.

Microscopicamente se observan conidios grandes, multicelulares, tabicados en varios
sentidos, de forma alargada u ovoide (en forma de pera) de color oscuro y que suelen formar
cadenas. Macroscopicamente presentan un aspecto velloso cambiando de una coloracion

grisdcea a tonos negros olivaceos en el centro y borde gris (INSST, 2022a).

En las hojas de los citricos al inicio de la infeccion produce puntos de color oscuro
rodeados de un halo amarillo que van creciendo hasta un centimetro de didmetro
aproximadamente y que mas adelante genera una defoliacion del arbol significativa. En frutos
produce lesiones deprimidas e irregulares, pudiéndose observar igualmente, un halo amarillento

si el fruto no ha madurado, produciendo la caida del fruto (de Andalucia, 2024).

2.1.2. Aspergillus spp.

Aspergillus es un hongo filamentoso saprofito, perteneciente al filo Ascomycota. Se
encuentra formado por hifas translucidas septadas, pudiendo presentar (aun siendo poco
frecuente) reproduccion sexual formando ascosporas en el interior de ascas y asexual (con
formacion de conidios). En total existen unas 180 especies aproximadamente de las cuales 40
causan infecciones a humanos y animales. Dependiendo de la especie concreta el hongo
presenta diferentes caracteristicas, pudiendo ser diferente en cuanto al color, textura, tamafio o

tasa de crecimiento

Este hongo es saprofito (se alimenta de materia organica) pero actlla como patdgeno
oportunista afectando a material vegetal cuando las condiciones son de alta humedad y

temperaturas suaves.

Tiene la particularidad de producir componentes toxicos conocidos como aflatoxinas,
los cuales se desarrollan durante las etapas de cultivo, cosecha, almacenamiento y
comercializacion de los cultivos. Los alimentos considerados como mas susceptibles a la
contaminacion de este hongo son el maiz, cebolla, ajo y semillas de algodon. Un estudio

proyecto un aumento en el riesgo de la presencia de aflatoxinas entre los afios 2031-2040 debido
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al aumento de temperatura que puedan sufrir las regiones productoras de maiz durante esos

afnos (Martinez, 2013). En Europa causa problemas de moho negro en los cultivos.

Este hongo emplea diversas estrategias de infeccion, empleando agentes como los
insectos o el aire para dispersar sus conidios hacia las partes florales y hojas de los cultivos,
siendo las segundas fuentes de in6culo menos importantes. La infeccion de los frutos ocurre
principalmente sobre semillas y frutos dafiados, fundamentalmente por insectos que transportan

los conidios. (Martinez, 2013)

La manipulacion de productos vegetales que contengan una gran cantidad de conidios
del hongo puede producir diferentes efectos alérgicos en los humanos como aspergilosis, asma
o rinitis. Ademas, también puede producir efectos toxicos debido a las micotoxinas secretadas

de las que hablamos antes (INSST, 2021).

2.1.3. Cladosporium spp.

Cladosporium es un hongo filamentoso, clasificado en el filo Ascomycota y en al grupo
de los hongos negros o feoides, caracterizados por su pigmentacion oscura. Microscdpicamente
presenta hifas delgadas, septadas y ramificadas de color transparente a marrén. Estas hifas
sostienen cadenas ramificadas de conidios que pueden presentar diferentes formas:
unicelulares, elipsoides o cilindricos, llegando a formar en algunos casos forma de escudo
debido a las cicatrices de union entre ellos. Macroscopicamente forma colonias de aspecto
aterciopelado, velloso y pulverulento, con pliegues radiales, inicialmente de color blanco o

crema que tienden a oscurecerse llegando a adquirir tonos verde oliva, gris verdoso o marrén.

Es un hongo comun que afecta a una gran variedad de plantas, entre ellas los citricos.
Este fitopatdogeno causa manchas oscuras o marrones en la piel de las frutas, lo que puede afectar
la calidad visual y comercial del producto. Y se desarrolla principalmente en condiciones de
alta humedad y temperaturas moderadas, siendo comun en climas tropicales y subtropicales,

pero también en invernaderos o huertos con un manejo de humedad inadecuado. (Bensch, 2018)

Resulta bastante raro encontrarnos con un caso de ingesta de alimentos contaminados
por este hongo, siendo los problemas mas comunes asociados a este hongo los efectos alérgicos

y téxicos que puede producir al estar presentes en cereales o paja que pueda producir polvo.
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También es un hongo capaz de producir micotoxinas como acido epicladospdrico (INSST,

2022b).

2.1.4. Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un patdogeno que provoca la marchitez de distintos cultivos.
Puede sobrevivir durante mucho tiempo, incluso a profundidades importantes. Desde el micelio
o las esporas el hongo infecta las partes subterraneas de la planta, a través de heridas o donde
la raiz lateral emerge de la raiz primaria. Una vez dentro crece entre las células de la raiz hasta
llegar al tallo. En la planta infectada se conforman numerosos microconidios, que se reparten
de forma pasiva hacia las zonas superiores de la planta a través del xilema. Cuando el hongo
alcanza los vasos conductores, se establece en ellos y, como consecuencia de la acumulacion
de micelio, esporas y compuestos resinosos secretados por la planta como mecanismo de
defensa, el tejido vascular se obstruye, lo que finalmente desencadena la marchitez. (Syngenta

NL, 2025).

Fusarium oxysporum presenta unos macroconidios con forma semicurva, casi recta con
forma de medialuna y septados. Mientras tanto, los microconidios tienen una forma ovalada y
no presentan septos. En laboratorio presenta una coloracion roja, protegida por una pilosidad

de color blanco o ligeramente grisacea.

Fusarium oxysporum es otro de los hongos que pueden a llegar a producir micotoxinas.
Estas se pueden dividir en 2 grupos. El primer grupo son las zearalenonas, micotoxinas que se
acumulan en las semillas que, si son consumidas por el ganado mas adelante, pueden producir
malformaciones o incluso la muerte en algunos casos. El segundo grupo son los tricotecenos;
que inhiben la sintesis de proteinas de las células eucariotas, este grupo puede afectar tanto a
personas como animales, ya que dichas toxinas contaminan alimentos como el arroz, maiz,

trigo, cebada o centeno entre otros (Alves-Santos, 1999).

Este hongo hace que las hojas tomen tonos amarillos produciendo su marchitez,
comunmente solo en un lado del tallo. Si se corta la parte inferior del tallo es comun que se note

una tonalidad marrdn alrededor de los haces vasculares.

Ademas, este hongo puede actuar como un hongo oportunista en situaciones con mucha

humedad y buena temperatura, pudiendo generar enfermedad en humanos y animales.
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2.1.5. Penicillium spp.

Penicillium es un género de hongos necrotrofos causantes de la podredumbre verde en
citricos, denominado de manera comun como moho verde. Dicho hongo es considerado la
principal enfermedad en postcosecha, pues genera grandes pérdidas economicas a nivel

mundial.

Mas concretamente en citricos (ya que es el material sobre el que trabajaremos), el
hongo que afecta es el Penicillium digitatum, Su reproduccion es de tipo asexual. Los
conididforos y conidios son irregulares y excepcionalmente grandes para el género Penicillium,

generalmente biverticiladas.

El principal signo del desarrollo del patogeno es la presencia del micelio blanquecino
sobre la lesion, el cual posteriormente cambia al color verdoso por la esporulacion del hongo.
Ademas, los frutos pierden su solidez, se ablandan y adquieren, antes de la aparicion del
micelio, un aspecto himedo. Las esporas son secas y se desprenden facilmente de las estructuras
que las portan formando una nube pulverulenta. (Intagri, 2023)
Los hongos pertenecientes a este género se consideran los mas peligrosos en postcosecha,

puesto que pueden suponer pérdidas en citricos de entre un 10 y 90 % (Costa, J.H. et al., 2019).

En humanos, Penicillium es uno de los principales patdgenos causantes de las alergias
relacionadas con el moho presente en los edificios. Bastantes especies de este hongo pueden
llegar a producir problemas respiratorios por la exposicidon a polvo contaminado con
Penicillium. Ademads, algunas especies de Penicillium también pueden llegar a producir
micotoxinas como la patulina, la citrinina, la ocratoxina A (OTA) o la citreoviridina entre otras

(INSST, 2022c).

2.2. Aceites esenciales

Las plantas pueden crear sustancias aromdticas, llamadas aceites esenciales
(abreviaremos como A.E.), para combatir el dafio producido por diferentes organismos, como
saliva de herbivoros, hongos o demas microorganismos (Biere, 2004), también pueden crear
estos compuestos al estar en contacto con factores abidticos como las rachas de viento, el estrés

hidrico o la congelacion (Ward, 1986) o para atraer a los polinizadores.
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Los aceites se extraen de todas las partes de las plantas: hojas, pétalos, tallos, semillas
e incluso de las raices, cada uno es Unico y depende de muchos factores como la especie, el

periodo de cosecha, el clima o la parte de la planta de la que se extrae (Butnariu, 2018).

Se obtienen de diferentes maneras: destilando en la corriente de vapor de agua,
prensando los 6rganos secretores o mediante el uso de disolventes como el éter, el petroleo o el

tolueno entre otros.

La biosintesis de las sustancias olorosas tiene lugar en las hojas, donde se encuentran la
mayor parte y permanecen hasta la floracion. En la floracion, los aceites esenciales migran a
las flores, y parte se consume en el proceso de fecundacion. Después de la fecundacion, se
acumula en frutos y semillas o hay una migracion a hojas, corteza y raiz (Bakari, 2018). Los
aceites esenciales van cambiando con la maduracion de las plantas, en las plantas jovenes
contienen principalmente hidrocarburos terpénicos y moléculas mas simples, mientras que los

organos reproductores contienen aceites esenciales mas ricos en compuestos oxigenados.

La estructura quimica de los aceites esenciales es muy heterogénea y los componentes
principales pueden formar parte de las series alifatica, aromdtica y terpénica. Generalmente, los
aceites esenciales contienen sustancias ternarias, raramente cuaternarias. Los productos
volatiles estan constituidos por terpenos, aromaticos, acidos volatiles, cetonas, fenoles,

aldehidos, ésteres, efc. (Zerkaoui, 2018)

Estos aceites se usan en diversos campos de investigacion, cosmética, fitopatologia,
medicina alternativa o aromatica. En el uso contra los hongos, que es el tema que nos concibe
en este estudio, hay aceites que llevan siendo probados desde finales del siglo pasado como el
de citronela o el de canela, de donde se han evaluado compuestos muy efectivos como el acetato
de geranilo, geraniol, el cinamaldehido o el eugenol (Van de Vel, 2019) pero hay otros aceites
esenciales donde apenas hay estudios hechos con ellos, como el aceite de pino, el de abeto o el

de cedro (Mirasierra, 2021; Cuadrado, 2022).
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2.2.1. Aceite esencial de abeto

El aceite esencial de abeto siberiano (Abies sibirica L.) es obtenido por destilacion de
las ramas y agujas del propio arbol. Aunque la composicion del aceite es diferente de uno a otro
debido a aspectos como el lugar de la extraccion de la planta, la edad de la planta o el tiempo
de destilacion, estudios han demostrado que el aceite esencial de abeto puede llegar a estar
formado de hasta 31 principios activos, siendo los mas importantes el acetato de bornilo (34,21
%), el canfeno (17,47 %) o el a-terpeno (6,72 %) (N.A. Polyakov et al., 2014). Este aceite es

incoloro e insoluble en agua.

2.2.2. Aceite esencial de canela

Este aceite se obtiene por destilacion de las cascaras secas de la corteza de tres especies
de canela: Cinnamomum zeylanicum; J.Presl, 1825, Cinnamomum cassia; (L.) J.Presl, 1825 y
Cinnamomum verum;, J.Presl, 1825. Este aceite destaca por el principio activo predominante
que contiene, el cinamaldehido, compuesto orgénico responsable del sabor y del olor de
la canela. Es un liquido viscoso y de color amarillo, que constituye hasta un 90 % del aceite

esencial (Alizadeh Behbahani, 2020).

2.2.3. Aceite esencial de cedro

El aceite esencial de cedro (Cedrus deodara; (Roxb.) G.Don) es uno de los aceites
esenciales mas importantes actualmente, pues tiene multiples aplicaciones en actividades
antimicrobianas, insecticidas, germicidas y antituberculosas en farmacologia (Kumar S et al.,

2019). Se obtiene mediante destilacion de la madera de este arbol.

Hay que tener en cuenta que este cedro, el cedro del Himalaya, no es la especie
autdctona que tenemos aqui en Europa, sino que es una especie procedente de los actuales paises
de Pakistan, el este de Afganistan y el norte de India. El cedro existente de manera natural en
Espana es el cedro del Atlas, Cedrus atlantica (Endl.) Manetti ex Carriere, una especie

proveniente de las montafias del norte de Africa, en la zona de Marruecos y Argelia.

Este aceite contiene cerca de 23 componentes, que representan el 95,79 % del aceite.
Los componentes principales incluyen o-terpineol (30,2%), linalool (24,47%), limoneno

(17,01%), anetol (14,57%) (Zeng, W.C., 2012), muchos de estos compuestos que se encuentran
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en gran proporcion en el aceite esencial de cedro estan presentes en otras plantas, como el
limoneno (sustancia presente en la cascara de los citricos) o el anetol (compuesto aromatico al

cual se le debe el sabor distintivo a regaliz del anis, el hinojo y el anis estrellado).

El aceite esencial tiene una fuerte funcién antimicrobiana contra microorganismos
tipicos transmitidos por alimentos, con valores minimos de concentracion inhibitoria y de
concentracion bactericida de 200 a 1560 y de 390 a 6250 ppm, respectivamente (Zeng, W.C et
al., 2012).

2.2.4. Aceite esencial de pino

El aceite esencial de pino se obtiene de la destilacion por arrastre de vapor de las agujas,
ramas de pequefio calibre y conos de pino de especies como el Pinus sylvestris L.
Quimicamente, estd compuesto principalmente de alcoholes terpénicos ciclicos. También puede
contener, aunque en menor proporcion, hidrocarburos terpénicos, ésteres y éteres. La estructura
exacta del aceite depende de diversos factores, entre ellos la especie de pino de la que procede,

su edad, y las partes del arbol utilizadas para su extraccion (CAS Common Chemistry, 2015).

El aceite de pino es un 6ptimo solvente de aceites, ceras, grasas y resinas, que le permite
ser usado en pinturas y barnices. Es una sustancia incolora o de color amarillo palido, con una
densidad cercana a 950 kg/m3 e insoluble en el agua. El aceite de pino tiene diversos principios
activos con los que podemos probar la creacion de diferentes farmacos o fitosanitarios, estos

son el a-pineno, el B-pineno y el D-3-careno.
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2.2.5. Principios activos

Como hemos visto en los anteriores apartados cada aceite estd formado por sus
correspondientes principios activos. Un principio activo (o sustancia activa) es cualquier
sustancia o mezcla de sustancias destinadas a la fabricacion de una sustancia para el control
fitopatologico y que, al ser utilizadas en su produccion, se transforman en un
componente activo de dicho producto destinado a ejercer una accién fungicida, insecticida o
herbicida (Johnson, 1987). Vamos a destacar los mas importantes de cada aceite del estudio en

una tabla (Tabla 1).

Tabla 1: Relacion entre los aceites esenciales utilizados y las principales materias activas
presentes en ellos

Principios activos mas

Aceite esencial .
1mportantes

Acetato de bornilo

Aceite esencial de abeto Canfeno

o-terpeno

Aceite esencial de canela Cinamaldehido

a-terpineol

Linalool

Aceite esencial de cedro
Limoneno

Anetol

o-pineno

Aceite esencial de pino B-pineno

D-3-careno
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3. OBJETO DEL ESTUDIO

El objetivo de este estudio es, mediante diversos analisis, comprobar la posible funcion
antifingica de diversos aceites esenciales de coniferas (abeto, cedro y pino) y de canela para su
posible uso en postcosecha, estudidndolas como una posible alternativa ecologica a los
fungicidas quimicos actuales a nivel industrial, buscando un beneficio econémico y un futuro
ecosistémico. El Real Decreto 1311/2012, por el que se establece el uso sostenible de los
productos fitosanitarios, indica la prioridad de los métodos biologicos sobre otras alternativas
quimicas, siendo la razon por la que se trabaja en esta linea de investigacion como una

aproximacion al desarrollo de productos potencialmente aplicables en control biologico.
Para ello se ha planteado el siguiente objetivo general:

- Evaluar la eficiencia de distintos aceites esenciales de coniferas y de canela
como productos de biocontrol en la conservacion de material vegetal ante
hongos necrotrofos, como Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium

oxysporum 'y Penicillium.
Objetivo que podemos desglosar en los siguientes objetivos especificos:

- Evaluar la capacidad de inhibicion de crecimiento de patdgenos in vitro en
medio artificial mediante los productos naturales utilizados (aceites
esenciales).

- Evaluar la capacidad de inhibicion de crecimiento de patdgenos in vivo en
material vegetal (naranjas) mediante los productos naturales seleccionados.

- Evaluar desde un punto de vista econdmico, el potencial de estos aceites

esenciales como alternativa a otros métodos de control en post cosecha.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencion de los aislados

En este estudio se han utilizado un total de 5 aislados (Tabla 2), cuatro de ellos aislados
en el Laboratorio de Fitopatologia de la ETSIIAA de Palencia (Universidad de Valladolid) a
partir de material vegetal obtenido en los campos y laboratorios de la escuela. El aislado de
Fusarium oxysporum es un aislado patogénico de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli obtenido
de plantas de judias (Phaseolus vulgaris L) en la poblaciéon de La Carrera (Avila), perteneciente
a la comarca de El Barco de Avila, en el Area de Genética de la Universidad de Salamanca
(Alves-Santos, 2002). Este patogeno fue catalogado como FOP SP 1 en 1993 y ha sido aportado

por el Dr. Fernando Manuel Alves Santos.

Los aislados provienen de cultivos axénicos, conservados en una de las cdmaras
frigorificas del Laboratorio de Fitopatologia de la ETSIIAA de Palencia. Para iniciar este
estudio se han sembrado en placas de PDA (Potato Dextrose Agar) y se han incubado en
oscuridad a 25° C. El medio se ha preparado disolviendo 15,6 gramos de PDA en 400 mL de
agua destilada agitandolo hasta que se disuelve completamente, todo ello para cada uno de los
13 matraces utilizados (con todas las dosis y A.E.) y se esteriliza en el autoclave durante 20
minutos a 121° C. Mas adelante se distribuye en placas Petri de 85 mm de diametro (unos 25mL
por placa) en una cabina de flujo laminar (Telstar Mini-V/PCR) para evitar posibles

contaminaciones.

Tabla 2: Procedencia y afio de obtencion de los aislados usados en el estudio

. Origen
Aislado . .

! (Aislamiento)
Alternaria spp. 2024 ETSITAA de Palencia
Aspergillus spp. 2024 ETSITAA de Palencia

Cladosporium spp. 2024 ETSITIAA de Palencia
Fusarium oxysporum ‘.
(FOP SP1) 1993 La Carrera (Avila)
Penicilium spp. 2024 ETSITAA de Palencia
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4.2. Procedencia e identificacion de los aceites esenciales utilizados

Los aceites esenciales usados provienen de diferentes casas comerciales, todos
provenientes de herbolario y obtenidos mediante destilacion de distintas partes de la planta

(Tabla 3):

Tabla 3: Origen comercial, zona de obtencion de la planta y especies de los diferentes aceites
esenciales utilizados en el estudio

. Parte de la
Aceite Casa .
. . planta de la Especie
esencial comercial .
que se obtiene
Aceite de abeto Aromatika Agujas y ramas | Abies sibirica
Aceite de canela Phatoil Corteza Cinnamomum
verum
: Mystic Moments Cedrus
Aceite de cedro UK Madera deodara
Aceite de pino Aromatika Agwas, ramas y Pinus :
conos sylvestris

4.3. Primer estudio in vitro: Analisis del crecimiento del hongo en medio PDA

+ aceite esencial correspondiente

Este ensayo se ha realizado en placas Petri con medio PDA mezclado con los aceites
esenciales, analizando el crecimiento del micelio de estos hongos en las placas y viendo las

posibles variaciones debidas a la accion de los aceites esenciales.

Como dijimos antes, los medios de PDA los hemos preparado disolviendo 15,6 g de
PDA en 400 mL de agua destilada y repitiendo el proceso 13 veces para las combinaciones

necesarias.

Hemos usado 3 dosis diferentes para cada aceite, estas dosis son 30 ppm (partes por
millén), 300 ppm y 3000 ppm, estas dosis han sido seleccionadas ya que son dosis cercanas a
usadas en otros trabajos previos con aceites esenciales en este centro (Mirasierra, 2021; Arribas,
2018). Para conocer cuanto aceite hay que incluir en cada matraz simplemente haremos la

siguiente equivalencia:
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- Dosis 3000 ppm: 3000 ppm de 400 mL = 1,2 mL de aceite esencial
- Dosis 300 ppm: 300 ppm de 400 mL = 0,12 mL de aceite esencial
- Dosis 30 ppm: 30 ppm de 400 mL = 0,012 mL de aceite esencial

Debemos tener en cuenta que estas sustancias son insolubles en agua, por lo que primero
lo diluiremos en alcohol antes de afadirlo. Introduciremos en un tubo Falcon 12 mL de alcohol
con 1,2 mL del aceite esencial correspondiente (tubo con la dosis de 3000 ppm) y prepararemos
otros dos tubos Falcon con otros 12 mL de alcohol, a los que le introduciremos 1,2 mL del
primer Falcon (para hacer la dosis de 300 ppm) y 1,2 mL del segundo Falcon tras anadirle la
mezcla del primero (para hacer la dosis de 30 ppm), basicamente estamos diluyendo diez veces
la dosis de cada Falcon, este proceso lo haremos con cada aceite esencial, hasta el punto de
tener 13 tubos con las mezclas correspondientes, 12 con las dosis de los 4 aceites y otro de

control (sin ningun aceite).

Una vez tenemos los aceites en sus dosis correspondientes y los matraces con el PDA
autoclavado y ligeramente enfriado, pero sin solidificar aun, se vierte un tubo Falcon en cada
matraz, se agita y se reparte la mezcla en placas equitativamente para el posterior cultivo. El
total de placas utilizadas serian el siguiente: 4 aceites x 3 dosis x 5 patégenos x 3 repeticiones

= 180 placas, mas 15 de control, 195 placas en total.

Con las placas preparadas, transferimos con el bisturi trozos de micelio de los distintos
aislados de medidas parecidas (los fragmentos son cuadrados de unos 5 mm de lado) y lo
colocaremos en el centro de cada placa correspondiente. Una vez preparada las sellamos con
Parafilm, marcamos dos ejes perpendiculares desde el lugar donde hemos depositado la muestra
del patdgeno (nos servirdn para las posteriores mediciones) y las dejamos en una camara de

cultivo para permitir el crecimiento de los hongos en oscuridad constante a 22°C.
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.
Figura 1: Placas de PDA en la camara de flujo tras haber sembrado las muestra de hongo en

ellas

Una vez tengamos todas las placas en la cdmara las iremos revisando cada semana hasta
un total de 4, anotando la distancia que ocupa el hongo en la placa a lo largo de cada eje trazado.
Con esta informacion mas tarde obtendremos una media de ambos didmetros (en mm) y
calcularemos la superficie que ocupa aproximadamente el hongo en la placa, tomandolo como

medida para ver diferencias estadisticas en el crecimiento.

Figura 2: Placas de FOP SP1 con PDA mezclado con aceite de canela en la semana 2 del

estudio (dosis 3000, 300 y control de izq. a drcha.)

26
Autor: Daniel Santos Blazquez
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia). E.T.S de Ingenierias Agrarias
Grado en Ingenieria Agraria y del Medio Rural



“Evaluacion de aceites esenciales de coniferas como posibles agentes de biocontrol en post-cosecha de hongos
necrotrofos in vitro e in vivo “

4.4. Primer estudio in vivo: Analisis del crecimiento del hongo en lesiones en

naranja (Citrus x sinensis) tras la accion del aceite esencial

Simultaneamente al ensayo in vitro anteriormente detallado también hemos realizado
otro estudio sobre naranjas, para ver como actuan estos hongos necrotrofos sobre el material
vegetal del que trata en estudio. Con este estudio vemos como se comportaran los aceites en
una situacion real, analizando si pueden ser la alternativa buscada para el almacenamiento de

este producto.

En la actualidad, las naranjas se someten a una ducha durante su procesamiento antes
de ser almacenadas, donde son mojadas por un producto quimico (tiabendazol, imazalil, etc.)
disuelto en agua, siendo el proceso idéntico al usado con el aceite esencial de clavo en manzanas
y peras para combatir gloeosporiosis (Neofabraea spp.) descrito en la ficha del aceite de clavo
en el Registro de Productos Fitosanitarios. En el estudio hemos intentado replicar este proceso

mediante el método descrito a continuacion:

Para el ensayo in vivo, hacemos dos cortes en cada naranja; para simular una posible
herida, luego las bafiamos en una mezcla de agua y aceite esencial; para simular el proceso de
ducha que se usa actualmente en la industria (similar al aceite esencial de clavo) y por tltimo
anadiremos con una pipeta esporas de cada hongo a las heridas para ver el crecimiento de estos
en la fruta. Las naranjas han sido lavadas previamente para eliminar la capa de ceras y

tratamientos que puedan llevar.

Para la obtencion de esporas se han recogido en agua a partir de placas de PDA con los
patogenos. La concentracion de la suspension de esporas se calcula con ayuda de una Camara
de conteo Thoma, evaluando 16 cuadros (superficie 0,0025 mm2 y 0,1 mm alto). Una vez
conocida la concentracion de esporas, hemos ajustado para aplicar 100.000 esporas a cada

herida (para mantener el mismo ntimero de esporas de cada hongo).
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Tabla 4: Concentraciones y volumenes de diluciones de esporas usadas para el estudio in vivo

Hongo Conteo en 16 Concentracion 100.000

cuadros (esporas / mL) esporas

Alternaria 6 1.500.000 66 ulL
Aspergillus 224 56.000.000 1,78 uL
Cladosporium 70 17.500.000 6 ulL
Penicillium 240 60.000.000 1,66uL
Fusarium 24 6.000.000 17 uL

Para el bafio de las naranjas debemos hacer distintas diluciones con los aceites. El bafio
usado contard con una concentracion de 1600 ppm del aceite correspondiente, una dosis
intermedia a las usadas en el ensayo in vitro pero que es la concentracion que usan las casas
comerciales con el aceite esencial de clavo. Ademas, en el mismo protocolo se indica que el
bafio con agua y aceite se realizara dos minutos a 48° C. Una vez tenemos el bafio y las esporas

preparadas podemos empezar el ensayo.

Primero hacemos dos cortes en las naranjas y marcamos su ubicacion (con un rotulador
permanente), después sumergimos las naranjas. Las agrupamos de 2 en 2 en bandejas de
aluminio, donde inoculamos cantidades idénticas de esporas de patdgeno y cerramos las
bandejas (no herméticamente) con una tapa de carton, manteniéndolas en oscuridad y a
temperatura ambiente. Al igual que en el ensayo in vitro, tomamos medidas cada semana hasta
llegar a la cuarta, en este caso mediremos el grosor de la herida originada por el desarrollo del

hongo, midiendo el progreso de este en la naranja.

Durante el proceso de este estudio, aparecid6 una contaminacion de una cepa de
Penicillum spp. diferente al aislado usado, que decidimos usar mas adelante para un segundo
estudio. Esta variedad tiene una esporulacion mucho mayor que el primer aislado, ademas de

contar con una coloracion verde-grisacea diferente de nuestro indculo (Figura 35).

En el laboratorio donde realizamos el estudio no teniamos esta variedad del hongo, por
lo que hemos supuesto que vendria con las naranjas del estudio en un estado latente, haciendo

el estudio de su respuesta a los aceites esenciales de cierta importancia.
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4.5. Segundo estudio in vitro. Analisis de crecimiento de la segunda cepa de

Penicillum spp. en medio PDA con los aceites correspondientes

En este estudio seguiremos el mismo proceso que en el primer estudio in vitro, solo que
esta vez comprobaremos el crecimiento de la nueva cepa de Penicillium (una vez aislado

adecuadamente) frente a los distintos aceites esenciales y que denominamos Penicillium 2.

Para este estudio hemos usado las mismas placas de PDA junto con aceite esencial del
primer estudio, pero la diferencia es que en vez de las 3 dosis usadas (30, 300 y 3000 ppm) de
todos los aceites hemos utilizado tnicamente todas las dosis del aceite de canela y las dosis de
3000 ppm de los demas aceites. Esto debido a que como veremos en los resultados del primer
estudio, el aceite que mejor funcion6 fue el de canela y los demas aceites (exceptuando las dosis
de 3000 ppm, donde se notan diferencias, aunque sean menores) no han inhibido de manera

satisfactoria los hongos cultivados.

Al igual que en el primer estudio, las placas se miden las 4 primeras semanas desde su
cultivo, haciendo uso de dos ejes en los que medimos la longitud que abarcan, permitiéndonos
calcular de manera aproximada el area que ocupan en la placa. Ademas de las placas
mencionadas se pondran otras placas PDA sin aceite esencial, que nos servirdn como control

para conocer el crecimiento del hongo de manera natural.

4.6. Segundo estudio in vivo. Analisis del crecimiento del segundo aislado de

Penicillum spp. en lesiones en naranja (Citrus x sinensis) tras la accion de

los aceites esenciales

Al igual que el estudio in vitro, también realizamos una segunda prueba. Esta vez

probando, al igual que en el estudio in vitro, el nuevo aislado de Penicillum spp.

A diferencia del primero, en este estudio no usamos la naranja entera, sino que cortamos
un trozo de naranja, con corteza y pulpa, y en él hacemos la simulacion de una herida en la zona
exterior con ayuda de un bisturi. Ademas, solo probamos la reaccion frente aceite esencial de
canela, al ser este el que mejor resultados a dado, en cuanto a la dosis utilizada se subi6 a 3000

ppm, al ser la que mejor resultados ha dado.
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El resto del proceso es igual, pero a diferencia del estudio anterior, dejamos cada trozo
de naranja en una placa Petri sellada con Parafilm. De este modo nos aseguraremos de que las

muestras de naranja con hongo no sufren contaminacion desde el exterior.

Se han puesto placas de las dos cepas de Penicillum spp., para comparar el crecimiento
de uno frente al otro de una manera equitativa, y ademas se han probado los demas. La medicién
del ancho de la herida producida se evalué semanalmente. Se incluyen también otras placas de
control, las cuales se bafaran con agua sin aceite esencial para ver el crecimiento del hongo de

manera natural.

4.7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico seguiremos el proceso seguido en otros estudios de la misma
indole (Mirasierra, 2017; Arribas; 2018). Los datos son registrados semanalmente, pero se toma

el valor de la cuarta semana como definitivo y sobre estos datos se realiza el andlisis estadistico.

Los analisis estadisticos se han realizado con el software STATGRAPHICS 19-X64 y
STATISTICA v.9. Se realiz6 la prueba de Levene, que nos indicé que no existia igualdad de
varianzas y por tanto los contrastes deben realizarse con pruebas no paramétricas, estos fueron
la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacion de las variables a estudiar y test U de Mann-
Whitney para las comparaciones por pares posteriores cuando la prueba de Kruskal-Wallis

indicaba diferencias estadisticamente significativas.

Ademas de los resultados estadisticos se ha incluido un parametro que es “diferencia o
inhibicién importante” cuando la reduccion de crecimiento es estadisticamente significativa y
la superficie ocupada por el micelio es inferior a 1500 mm? y que parece més apropiada desde

el punto de vista de su aplicabilidad.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Resultados del Primer estudio in vitro

Vamos a comenzar analizando los resultados del primer estudio in vitro realizado en
placas de PDA con aceites esenciales diluidos. Las figuras presentan la evolucion de las
superficies que abarcan los hongos en las placas, medidas cada semana, suponiendo que su
crecimiento es cercano a un crecimiento circular. El crecimiento de los hongos esta medido en

mm?, y se expone para cada uno de los patdgenos usados.

5.1.1. Evolucidén fungica de Alternaria spp.

El estudio de Alternaria spp. frente a los distintos aceites no ha sido posible medirlo ni
sacar conclusiones, ya que todas las placas del hongo han presentado una contaminacion de
color amarillo (probablemente procedente de alguna bacteria del género Xanthomonas) que ha
inhibido su crecimiento y los resultados no serian ttiles al no ser el crecimiento real del hongo

ante la accion del aceite esencial, por lo que hemos decidido no incluirlos.
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5.1.2. Evolucion fangica de Aspergillus spp.

5.1.2.1. Aspergillus spp. y A.E. de Abeto

En la siguiente figura (Figura 3) observamos en el desarrollo semanal que el A.E. de
abeto disminuye el crecimiento del hongo en las primeras semanas. Luego mas adelante, a partir
de la tercera semana vemos que las dosis mas bajas (30 y 300 ppm) van perdiendo su efecto
hasta casi no diferenciarse con el control. Mientras tanto, la dosis de 3000 si que mantiene su
efecto inhibidor, aunque en la cuarta semana, seguramente debido a la volatilizacion de los

compuestos activos del aceite esencial, sufre un repunte hacia los valores de las demas dosis.

Aspergillus spp. vs A.E de Abeto

6000

5000 /

4000

3000

2000
1000 _é/

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

e Control 30 300 3000

Figura 3: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Aspergillus spp. ante
el A.E. de abeto en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y 3000

ppm)

En la cuarta semana damos los datos como definitivos y realizamos su analisis
estadistico. Realizamos el test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12) =
9,311881 con una probabilidad de p =0,0254, asegurando que existen diferencias significativas
entre los tratamientos (p<0,05). En la grafica de barras (Figura 4) vemos los valores alcanzados
en la cuarta semana por cada placa junto con sus diferencias estadisticas en el test U de Mann-
Whitney. Vemos que no hay ninguna diferencia significativa entre las dosis de 30 y 300 ppm
con el control, pero la dosis de 3000 ppm si que presenta un poder de inhibicion

estadisticamente significativo al reducir en mayor medida el crecimiento del hongo.
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Resultados similares en un trabajo previo frente a patdogenos de la vid muestra que el
aceite de abeto es eficiente en dosis altas (Mirasierra, 2021) pero en nuestro caso la reduccion

es significativa pero no importante ocupando una superficie de 4242 mm? (75% de la placa).

Aspergillus spp. vs A.E Abeto (Semana 4)
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0
Control 30 300 3000

Figura 4: Crecimiento del hongo del género Aspergillus spp. con A.E. de abeto a las 4 semanas
del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias
estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

5.1.2.2. Aspergillus spp. y A.E. de Canela

En la siguiente figura (Figura 5) vemos como el aceite esencial de canela a altas
concentraciones (3000 ppm) si que supone una gran diferencia en el crecimiento del hongo, no
dejando que éste llegue a crecer en la placa, teniendo resultados muy cercanos a cero. Mientras
tanto, los valores de las dosis de 30 y 300 ppm se mantienen muy parecidos durante las cuatro
semanas, a un término medio entre la dosis de 3000 ppm y el control, llegando a alcanzar en la

cuarta semana valores muy parecidos al valor de control.
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Aspergillus spp. vs A.E de Canela

6000

5000 / x

4000

3000

2000

1000

Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4

= Control 30 300 3000

Figura 5: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Aspergillus spp. ante
el A.E. de canela en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y 3000

ppm)

Realizamos el test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =8,684211) y
obtenemos el dato de: p =,0338, por lo que afirmamos que existen diferencias significativas
entre los tratamientos. En la grafica de la cuarta semana (Figura 6) observamos los valores y

sus diferentes estadisticas en el test U de Mann-Whitney.

Aspergillus spp. vs A.E Canela (Semana 4)
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Figura 6: Crecimiento del hongo del género Aspergillus spp. con A.E. de canela a las 4 semanas
del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias
estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).
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Vemos que con la unica dosis con la que hay diferencias estadisticamente significativas
es con la dosis de 3000 ppm, las demés no presentan diferencias con el control. Resultados
previos muestran la eficiencia del aceite esencial de canela (Mirasierra, 2021; Sanchez, 2016).
Ademas, es una reduccion importante ya que la dosis de 3000 ppm inhibe completamente el

crecimiento.

5.1.2.3. Aspergillus spp. y A.E. de Cedro

Con el aceite de cedro (Figura 7), vemos que ocurre algo muy parecido al aceite de
canela (Figura 5) en cuanto a las dosis de 30 y 300 ppm, las dos ofrecen valores muy parecidos
las cuatro semanas y en la Gltima presentan un repunte que acerca los valores a los obtenidos
en las placas de control. Mientras tanto, la dosis de 3000 ppm si que presenta cierta propiedad
inhibitoria importante, he incluso, a partir de la segunda semana, combate el crecimiento del

hongo haciendo que éste disminuya.

Aspergillus spp. vs A.E de Cedro
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Figura 7: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Aspergillus spp. ante
el A.E. de cedro en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y 3000

ppm)
Tras hacer el test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12) =8,684211)
obtenemos que p =0,0338, por lo que existen diferencias estadisticas significativas. En la Figura

8, mostrada posteriormente, vemos los resultados:
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Aspergillus spp. vs A.E Cedro (Semana 4)
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Figura 8: Crecimiento del hongo del género Aspergillus spp. con A.E. de cedro a las 4 semanas
del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias

estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

Vemos que la dosis mas cercana estadisticamente al control es la dosis de 30 ppm, la
cual se encontraria a un término medio entre el control y la dosis de 300 ppm estadisticamente.
Ademas, aunque la dosis de 300 y la de 3000 ppm sean estadisticamente diferentes al control
observamos que la dosis de 300 ppm no presenta diferencias significativas con la dosis de 30
ppm o 3000 ppm, encontrdndose en un punto medio de las dos. Por ltimo, la dosis de 3000
ppm es en la que mas diferencia estadistica existe, comparado con las demas, llegando incluso

a estar por debajo del valor limite que pusimos de diferencia importante.

5.1.2.4. Aspergillus spp. y A.E. de Pino

Como vemos en la anterior figura (Figura 9), la accion del aceite esencial es bastante
diferente a la de otros aceites. En la primera semana la inhibicion es bastante clara en cualquiera
de las tres dosis. Luego en la segunda semana la dosis de 300 ppm se acerca mas a los valores
del control que la de 30 0 3000 ppm, después en la tercera semana los valores de todas las dosis
se acercan al control para que, en la cuarta semana, los valores del control, la dosis de 300 y la
de 3000 ppm se igualen mientras que la dosis de 30 ppm se mantenga ligeramente por debajo

de las demas.
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Aspergillus spp. vs A.E de Pino
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Figura 9: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Aspergillus spp. ante
el A.E. de pino en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y 3000

ppm)

Como vemos en la anterior figura (Figura 9), la accion del aceite esencial es bastante
diferente a la de otros aceites. En la primera semana la inhibicion es bastante clara en cualquiera
de las 3 dosis. Luego en la segunda semana la dosis de 300 ppm se acerca mas a los valores del
control que la de 30 o0 3000 ppm, después en la tercera semana los valores de todas las dosis se
acercan al control para que, en la cuarta semana, los valores del control, la dosis de 300 y la de
3000 ppm se igualen mientras que la dosis de 30 ppm se mantenga ligeramente por debajo de

las demas.

En este caso, al hacer el test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12)
=2,212121), el resultado de “p” es 0,5296, un valor superior a 0,05. Por lo que podemos decir
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las dosis y el control y por ende
podriamos afirmar con una confianza del 95 % que no existen diferencias entre el crecimiento
del hongo con o sin aceite esencial de pino (en la Figura 10 todos presentan la misma letra para

indicar esta ausencia de diferencias estadisticas).
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Aspergillus spp. vs A.E Pino (Semana 4)
6000 a a a
a
5000
4000
3000
2000
1000
0
Control 30 300 3000

Figura 10: Crecimiento del hongo del género Aspergillus spp. con A.E. de pino a las 4 semanas
del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias

estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

5.1.2.5. Discusion sobre Aspergillus spp.

Viendo los resultados anteriores vemos que Aspergillus spp. ha sido inhibido de manera
importante por solamente dos aceites: cedro y canela a una dosis de 3000 ppm. Esta dosis es
bastante alta si lo comparamos con otros trabajos de la misma temética en la que se haya

intentado combatir dicho hongo con otros aceites.

Un ejemplo es el aceite de citronela (Arribas, 2018) el cual con una dosis de 1500 ppm
ya reducia de manera considerable el crecimiento del hongo e incluso a 3000 ppm (dosis mas
alta usada en este trabajo) el crecimiento era inhibido completamente, impidiendo al hongo
crecer. En otro estudio (Mishra & Dubey, 1994) se prob¢ aceite de citronela sobre el control de
Aspergillus flavus en productos almacenados de arroz y trigo, se demostr6 que la concentracion

de 1000 ppm se controlaba el hongo al 100% sin causar dafios a las semillas.

Otros aceites que se han probado y han tenido funcion inhibidora frente a este patdogeno
has sido el aceite esencial de ajowan (Trachyspermum ammi) (Gemeda, 2014), aceite esencial

de geranio (P. graveolens) o clavo (S. aromaticum) a dosis de 2250 ppm (Allizond, 2023).
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5.1.3. Evolucion fungica de Cladosporium spp.
5.1.3.1. Cladosporium spp. y A.E. de Abeto

En el siguiente grafico (Figura 11) vemos que el aceite de abeto ha hecho un efecto
bastante importante en el crecimiento de Cladosporium spp., vemos que las 3 dosis inhiben de
manera importante el crecimiento durante las 4 semanas, dejandolo por valores bastante bajos
(los valores a la cuarta semana de las dosis de 30, 300 y 3000 ppm no superan el valor del

control en la segunda semana).

Cladosporium spp.vs A.E de Abeto
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Figura 11: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Cladosporium spp.
ante el A.E. de abeto en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y
3000 ppm)

Al hacer el test de Kruskall-Wallis para este caso (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12)
=9,528169), vemos que p =0,0230 por lo que existen diferencias estadisticamente significativas

en los datos de esta combinacion. Ahora veremos los resultados en la Figura 12:
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Cladosporium spp. vs A.E Abeto (Semana 4)
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Figura 12: Crecimiento del hongo del género Cladosporium spp. con A.E. de abeto a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

Vemos que todas las dosis presentan diferencias con el control (Figura 12), indicando
que el aceite esencial hace un efecto inhibidor al hongo. Las dosis de 30 y 300 ppm aun
presentando diferencias en los datos alcanzados en la cuarta semana no son datos
estadisticamente significativos. Mientras tanto, la dosis de 3000 ppm, que corresponde a la
dosis con mayor poder inhibidor de las tres dosis probadas, no presenta similitudes estadisticas

con ninguna de las anteriores dosis ni con el control.

Las dosis de 30 y 3000 ppm se encuentran en los valores de “diferencia importante” (<
1500 mm?), aun asi, la dosis de 3000 ppm por su parte inhibe completamente el crecimiento del

hongo, siendo la dosis de mayor interés de este apartado.
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5.1.3.2. Cladosporium spp. y A.E. de Canela

En este caso, vemos que el aceite de canela (Figura 13) funciona incluso mejor que el
aceite de abeto (Figura 11) inhibiendo el crecimiento. Todas las dosis presentan un efecto
excelente y, aunque la dosis de 30 ppm se separe un poco la cuarta semana, no permiten que el

hongo se desarrolle de manera correcta.

Cladosporium spp.vs A.E de Canela

6000
5000
4000
3000
2000

1000

0 —_———
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

e Control 30 300 3000

Figura 13: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Cladosporium spp.
ante el A.E. de canela en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y
3000 ppm)

El test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12) =10,53191) nos da un
resultado de p =0,0145, por lo que existen diferencias significativas en los datos del aceite

esencial de canela en este caso.

41
Autor: Daniel Santos Blazquez
Universidad de Valladolid (Campus de Palencia). E.T.S de Ingenierias Agrarias
Grado en Ingenieria Agraria y del Medio Rural



“Evaluacion de aceites esenciales de coniferas como posibles agentes de biocontrol en post-cosecha de hongos
necrotrofos in vitro e in vivo “

Cladosporium spp.vs A.E Canela (Semana 4)
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Figura 14: Crecimiento del hongo del género Cladosporium spp. con A.E. de canela a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

Vemos (Figura 14) que todos los datos son estadisticamente diferentes entre si (y
producen diferencias importantes respecto al crecimiento), indicando que el aceite esencial de
canela tiene un poder inhibitorio del crecimiento de Cladosporium spp. en las placas, siendo la
dosis de 3000 ppm la que menor crecimiento del hongo ha permitido. Las 3 pueden ser
consideradas que hacen una diferencia importante, pudiendo considerarse ya la dosis de 300

ppm como una dosis buena para la inhibicion.
5.1.3.3. Cladosporium spp.y A.E de Cedro

En la siguiente figura (Figura 15) vemos que la accion del aceite esencial de cedro
también inhibe el crecimiento del hongo de manera exitosa a lo largo de las 4 semanas. Si nos
fijamos en las figuras de los anteriores aceites (Figura 13 y 11) vemos que su accion es muy
parecida a los otros aceites, encontrandose éste en un punto intermedio entre el aceite de abeto

y el de canela.
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Cladosporium spp. vs A.E de Cedro
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Figura 15: Evolucidn, en semanas, del crecimiento del hongo del género Cladosporium spp.
ante el A.E. de cedro en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y
3000 ppm)

En este caso, el test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12) =8,069249)
nos indica un valor de p =0,0446 por lo que, al igual que en la mayoria de los demads casos,

existen diferencias significativas.

Cladosporium spp. vs A.E Cedro (Semana 4)
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Figura 16: Crecimiento del hongo del género Cladosporium spp. con A.E. de canela a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).
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Como podemos observar en el grafico (Figura 16), las dosis presentan diferencias
estadisticas respecto al control. Aun asi, la accion de las dosis de 30 y 300 ppm no presentan
diferencias estadisticas significativas entre si, pero si que las presentan con la dosis de 3000
ppm la cual es diferente estadisticamente a todas las demads, indicando que, al aumentar a esas
dosis, el crecimiento del hongo se ve alterado por el aceite esencial de cedro de manera diferente
(menor crecimiento). Todas las dosis del aceite de cedro inhiben el hongo haciendo que su
crecimiento esté por debajo de 1500 mm? y, por ende, produciendo una diferencia importante

en el crecimiento.
5.1.3.4. Cladosporium spp.y A.E. de Pino

Al igual que los demas aceites, vemos que el aceite esencial de pino también inhibe
correctamente el crecimiento del hongo a lo largo de las 4 semanas. Un aspecto a destacar de
esta figura (Figura 17) es que la dosis més baja (30 ppm) es la que mayor inhibicion presenta,
mientras que las dosis de 300 y 3000 ppm mantienen unos valores muy homogéneos a lo largo

de las semanas.

Cladosporium spp.vs A.E de Pino
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Figura 17: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Cladosporium spp.
ante el A.E. de pino en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y
3000 ppm)
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Tras realizar el test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,430409)
el resultado obtenido es p = 0,0241, lo que nos indica que existen diferencias estadisticas

significativas, como vemos en el siguiente grafico (Figura 18):

Cladosporium spp.vs A.E Pino (Semana 4)
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Figura 18: Crecimiento del hongo del género Cladosporium spp. con A.E. de pino a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

Como vemos en la Figura 18, todas las dosis presentan diferencias frente al control
indicando que el aceite de pino tiene efecto sobre el crecimiento del hongo. Ahora, en este caso
ocurre un fendémeno curioso, la dosis de 30 ppm (diferente estadisticamente de las dosis de 300
y 3000 ppm) inhibe mejor el crecimiento de Cladosporium spp. que las dosis de 300 y 3000
ppm, las cuales no presentan diferencias estadisticas significativas entre si, es decir, hacen el
mismo efecto. EI A.E. de pino es uno de los que peores resultados ha presentado en otros
estudios (Ibafiez, 2019; Mirasierra, 2021), pero en este caso hasta las dosis mas bajas inhiben

el hongo por debajo del valor limite establecido anteriormente para considerarlo importante.
5.1.3.5. Discusion sobre Cladosporium spp.

En el caso de Cladosporium spp., todos los aceites han funcionado de manera
satisfactoria consiguiendo una inhibicién importante (crecimiento por debajo de 1500 mm? en
la cuarta semana) a 30 ppm, e inhibiendo en algunos casos todo el crecimiento a 300 ppm

(canela) o 3000 ppm.
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Dosis parecidas a las nuestras han sido probadas con otros aceites en otros trabajos, el
aceite de clavo inhibe el crecimiento a 400 ppm, el de orégano y tomillo a 200 ppm, el aceite
de albahaca a 600 ppm y el de romero a 800 ppm, siendo el que menor inhibicion presento

(Maritza, 2024).

5.1.4. Evolucion fungica de Fusarium oxysporum (FOP SP1)

5.1.4.1. Fusarium oxysporumy A.E. de Abeto

En el caso del aceite de abeto (Figura 19), vemos que a dosis bajas y medias como 30 o
300 ppm al principio si que existe inhibicion, pero con el paso de las semanas el FOP SP1
consigue crecer hasta valores cercanos al control. En cambio, la dosis de 3000 ppm consigue
frenar el crecimiento bastante, dejando los valores de crecimiento muy por debajo de los valores

de las demas dosis.

F. oxysporum (SP 1) vs A.E de Abeto
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Figura 19: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo Fusarium oxysporum (FOP SP1)
ante el A.E. de abeto en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y
3000 ppm)

Al hacer el test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12) =7,173913) en
este caso, obtenemos el dato de p = 0,0666, lo que nos indica que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las dosis y el control, al estar este valor por encima de 0,05.
Aunque vimos anteriormente (Figura 19) que la dosis de 3000 ppm hacia un efecto inhibitorio

bastante superior a las demas dosis, estadisticamente no se presentan diferencias con las demas
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dosis (Figura 20), esto es debido a la desviacion de los datos (media 1735 + 2384 mm?)
obtenidos en el estudio (en algunas placas no creci6 mucho el hongo, pero en otras crecio

ocupando toda la placa).

Fusarium oxysporum vs A.E Abeto (Semana 4)
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Figura 20: Crecimiento del hongo FOP SP1 con A.E. de abeto a las 4 semanas del comienzo
del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente

significativas (U de Mann Whitney p>0,05)
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5.1.4.2. Fusarium oxysporumy A.E de Canela

Esta figura (Figura 21) es bastante similar a la figura del aceite de abeto (Figura 19),
con la peculiaridad de que la dosis de 300 ppm se encentra por encima de la dosis de 30 ppm
(es decir, el hongo crece de manera mas rapida) en cada una de las semanas del estudio.
También, se puede apreciar que el aceite de canela a una dosis alta, 3000 ppm, inhibe
completamente el crecimiento del hongo a cada momento, como ya vimos en otros casos

(Figura 5y 13).

F. oxysporum (SP1) vs A.E de Canela

6000
5000 /
4000
3000
2000 /
1000
[
0
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
e Control 30 300 3000

Figura 21: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo Fusarium oxysporum (FOP SP1)
ante el A.E. de canela en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y
3000 ppm)

Al contrario que el caso anterior (Figura 20), tras realizar el test de Kruskall-Wallis
(Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12) =10,11728) obtenemos un valor de p = 0,0176, indicando
que hay diferencias estadisticamente significativas. Una vez realizado el test U de Mann-

Whitney obtenemos los siguientes datos (Figura 22):
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Fusarium oxysporum vs A.E Canela (Semana
4)
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Figura 22: Crecimiento del hongo Fusarium oxysporum (FOP SP1) con A.E. de canela a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

Vemos (Figura 22) que la dosis de 3000 ppm no es que presente una inhibicion
importante, sino que inhibe completamente el crecimiento del hongo, diferencidndose
estadisticamente también de las demas dosis y el control. Mientras, la dosis de 30 (que inhibe
en mayor cantidad que la dosis de 300 ppm) también se diferencia estadisticamente del control,
pero no funciona de manera tan eficaz como funciona la dosis de 3000 ppm. Por ltimo, la dosis
de 300 ppm no presenta diferencias significativas con la dosis de 30 ppm o con el control,

encontrandose en un punto medio entre los dos datos.
5.1.4.3. Fusarium oxysporum y A.E. de Cedro

En este caso (Figura 23) el aceite de cedro frena en gran cantidad a cualquier dosis el
crecimiento de Fusarium oxysporum en las tres primeras semanas, la inhibicion es bastante
parecida entre una y otra dosis durante este periodo de tiempo. La diferencia viene en la cuarta
semana, donde las dosis de 300 y 3000 disminuyen su poder inhibidor y tienen un repunte hacia
los valores del control, mientras que la dosis de 30 ppm mantiene su efecto, dandonos valores

por debajo de las demas dosis mas altas.
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F. oxysporum (SP1) vs A.E de Cedro
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Figura 23: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo Fusarium oxysporum (FOP SP1)
ante el AE de cedro en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y
3000 ppm)

El resultado en este caso del test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N=12)
=9,023641) es p =0,0290 por lo que otra vez tenemos datos con diferencias estadisticamente

significativas. Veamos la Figura 24:

Fusarium oxysporum vs A.E Cedro (Semana 4)
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Figura 24: Crecimiento del hongo Fusarium oxysporum (FOP SP1) con A.E. de cedro a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).
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Como podemos observar en el grafico, todas las dosis presentan diferencias
significativas con el control. Las dosis de 30 y 300 ppm aun presentando valores tan dispares
no presentan diferencias estadisticamente significativas entre si, mientras que la dosis de 3000
ppm aun teniendo un valor muy parecido en la cuarta semana a la dosis de 300 ppm presenta

diferencias con todas las demas dosis y el control.
5.1.4.4. Fusarium oxysporum y A.E. de Pino

En las primeras semanas de este caso (Figura 25) podemos observar que todas las dosis
hacen un efecto de inhibicion que lentamente va desapareciendo a medida que el hongo crece
hasta alcanzar superficies muy parecidas al control en las dosis de 300 y 3000 ppm. La dosis

de 30 ppm sigue esta tendencia, pero se mantiene ligeramente por debajo de las demas dosis.

F. oxysporum (SP 1) vs A.E de Pino
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Figura 25: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo Fusarium oxysporum (FOP SP1)
ante el A.E. de pino en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y
3000 ppm)

En el caso del aceite de pino, el test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N=
12) =9,510917) nos da un valor de p = 0,0232 por lo que también existen diferencias
estadisticamente significativas. En la Figura 26 observamos los valores y sus diferentes

estadisticas en el test U de Mann-Whitney.
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Fusarium oxysporum vs A.E Pino (Semana 4)
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Figura 26: Crecimiento del hongo Fusarium oxysporum (SP1) con A.E. de pino a las 4 semanas
del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias

estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

En la Figura 26 podemos observar algo curioso, las dosis altas, que se supone que deben
tener mayor poder inhibidor, no presentan diferencias estadisticamente significativas con el
control o entre ellas (300 y 3000 ppm) mientras que la dosis de 30 ppm, que inhibié en mayor
medida el crecimiento del hongo en el estudio, no presenta similitudes estadisticas con ninguna

de las demas dosis ni con el control.
5.1.4.5. Discusion sobre Fusarium oxysporum

El tnico aceite que ha podido frenar de manera importante el crecimiento de Fusarium
oxysporum ha sido el aceite de canela a 3000 ppm (Figura 22), ademads, vemos como tiene un
comportamiento anormal con otros aceites como el de pino y el de cedro, en los que se observa
una mayor inhibicion a dosis bajas (30 ppm) que ha dosis mayores (300 y 3000 ppm), este
efecto ya ha sido observado en otros estudios con diferentes aceites como por ejemplo el de

clavo (Sanchez, 2016) o el de sandalo (Arribas, 2018; Novoa, 2017; Valdeolmillos, 2018).

Ademas de los aceites usados en este estudio, Fusarium oxysporum ha sido sometido a
otros aceites en estudios realizados en la misma entidad; siendo estos: clavo, el cual inhibia
completamente el crecimiento a 300 ppm (Sanchez, 2016), el de citronela, que lo inhibia a 300

ppm, sandalo a 300 ppm también o melisa que no tuvo efecto aun con una dosis alta como la
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de 3000 ppm (Arribas, 2018). Otros aceites que se probaron en estudios fueron los de orégano
(inhibicion a partir de 800 ppm), romero (no inhibi6 incluida la dosis de 1000 ppm), tomillo

(200 ppm) y albahaca (al igual que el romero no presentd inhibicidon) entre otros aceites

(Maritza, 2024).

5.1.5. Evolucion fungica de Penicillium spp.

5.1.5.1. Penicillium spp. y A.E. de Abeto

El hongo del estudio perteneciente al género Penicillium presenta un menor crecimiento
inicialmente que los demas hongos como podemos observar en la anterior figura (Figura 27),

aun asi, las dosis inhiben este lento crecimiento de manera diferente segiin una u otra dosis.

Penicillium spp. vs A.E de Abeto
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Figura 27: Evolucién, en semanas, del crecimiento del hongo del género Penicillium spp. ante

el A.E. de abeto en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y 3000
ppm)

La dosis de 300 ppm es la que presenta los valores mas cercanos al control, estando
ligeramente por debajo, la siguiente es la dosis de 30 ppm, que aun teniendo valores
inicialmente iguales que la dosis de 300 ppm (y la de 3000 ppm) después presenta valores de
crecimiento menores que la dosis de 300 ppm. Por ultimo, la dosis de 3000 ppm inhibe

completamente el crecimiento a lo largo de las 4 semanas.
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El test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,595745) nos da como
resultado p = 0,0223 por lo que en este caso también existen diferencias estadisticamente

significativas.

Penicillium spp. vs A.E Abeto (Semana 4)
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Figura 28: Crecimiento del hongo del género Penicillium spp. con A.E. de abeto a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

Tras realizar el test U de Mann-Whitney (Figura 28) vemos que todas las dosis presentan
diferencias estadisticas con el control. Las dosis de 30 y 300 ppm, que inhiben de manera
importante el crecimiento de Penicillium spp. (menos que la dosis de 3000 ppm), no presentan
diferencias estadisticamente significativas entre ellas, pero si con el control. Mientras, la dosis
de 3000 ppm, que inhibe completamente el crecimiento de Penicillium spp., presenta
diferencias estadisticas con todas las demas dosis y el control. Ademas, también existe una

diferencia importante en el crecimiento del hongo con esta ultima dosis.
5.1.5.2. Penicillium spp. y A.E. de Canela

En este caso (Figura 29), vemos que las dosis de 30 y 300 ppm no presentan un efecto
importante sobre el crecimiento del hongo, pues a lo largo de las 4 semanas los valores de
crecimiento se presentan muy parecidos a los valores de control, solamente la dosis de 3000

ppm es la que presenta una completa contencion del crecimiento del hongo.
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Penicillium spp. vs A.E de Canela
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Figura 29: Evolucién, en semanas, del crecimiento del hongo del género Penicillium spp. ante

el A.E. de canela en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y 3000
ppm)

El test de Kruskal-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,12635) indica, al igual
que en los anteriores casos (p = 0,0175), que existen diferencias significativas en los datos del

aceite esencial de canela como veremos en la Figura 30:

Penicillium spp. vs A.E Canela (Semana 4)
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Figura 30: Crecimiento del hongo del género Penicillium spp. con A.E. de canela a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).
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En el grafico (Figura 30) vemos que todas las dosis presentan diferencias significativas
con el control, las dosis de 30 y 300 ppm son similares entre si, aunque inhiben levemente el
crecimiento del hongo. Mientras, la dosis de 3000 ppm es diferente a todas las demas (letra c)
e inhibe completamente (diferencia importante) el crecimiento del hongo hasta la cuarta

s€émana.
5.1.5.3. Penicillium spp. y A.E de Cedro

El aceite de cedro (Figura 31) presenta un comportamiento diferente a los dos aceites
anteriores respecto a la cohibicion del crecimiento del hongo de Penicillium spp. Como se
aprecia en la figura desde la dosis més pequefia hasta la mayor inhiben de manera casi completa

el crecimiento del hongo.

Penicillium spp. vs A.E de Cedro
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Figura 31: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Penicillium spp. ante

el A.E. de cedro en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y 3000
ppm)

En el caso del cedro obtenemos el valor de p = 0,0307 en el test de Kruskal-Wallis
(Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12) =8,899170), por lo que también existen diferencias

significativas en estos datos.
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Penicillium spp. vs A.E Cedro (Semana 4)
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Figura 32: Crecimiento del hongo del género Penicillium spp. con A.E. de cedro a las 4
semanas del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

El test U de Mann-Whitney (Figura 32) nos indica que todas las dosis presentan
diferencias estadisticamente significativas con el control. Todas las dosis inhiben correctamente
el crecimiento del hongo, pero vemos que existen diferencias entre ellas. La dosis de 30 ppm y
la de 3000 ppm son diferentes estadisticamente, como podemos ver representado por las letras
“b”y “c”, indicando que a mayor dosis el efecto de inhibicion es diferente. Mientras tanto, la
dosis de 300 ppm no presenta diferencias significativas con ninguna de las dos dosis,
estableciéndose en un término medio entre las dos. Igualmente, todas estas dosis, siendo o0 no
diferentes estadisticamente entre si, hacer que las diferencias de crecimiento entre el control y

ellas sean importantes, no permitiendo casi el crecimiento del hongo.
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5.1.5.4. Penicillium spp. y A.E. de Pino

En este caso (Figura 33), ninguna de las concentraciones obtiene unos valores de
crecimiento del hongo satisfactorios, incluso en algin momento supera al control (dosis de 30
ppm, tercera semana), la inica diferencia importante se presenta en la cuarta semana entre la
dosis de 3000 ppm y el control, pero el crecimiento que ya presenta el hongo en esa semana ya

es importante.

Penicillium spp. vs A.E de Pino
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Figura 33: Evolucion, en semanas, del crecimiento del hongo del género Penicillium spp. ante

el A.E. de pino en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30 ppm, 300 ppm y 3000
ppm)

En el caso del pino el test de Krukal-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12)
=8,243499) el dato de “p” es igual a 0,0412, por lo que también hay diferencias significativas
en los datos. Tras realizar el test U de Mann-Whitney obtenemos el siguiente grafico (Figura

34):
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Penicillium spp. vs A.E Pino (Semana 4)
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Figura 34: Crecimiento del hongo del género Penicillium spp. con A.E. de pino a las 4 semanas
del comienzo del estudio. Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias

estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

En el grafico (Figura 34) observamos como todas las dosis son diferentes al control de
manera significativa. Aun asi, no presentan diferencias estadisticamente significativas entre si

a pesar de las diferencias en los datos obtenidos en la cuarta semana.
5.1.5.5. Discusion sobre Penicillium spp.

Los aceites han tenido unos efectos muy adversos frente al Penicillium spp., algunos no
han funcionado como el de pino, otros han inhibido de manera satisfactoria el crecimiento del
hongo, pero sin llegar a eliminar totalmente su crecimiento como es el caso del abeto y otros lo

han inhibido completamente como la canela y el cedro a 3000 ppm.

Anteriormente, este hongo habia sido probado con otros como la melisa o la citronela y
no habian hecho efecto alguno (Arribas, 2018), con el sandalo la inhibicion habia sido muy
pequena (Arribas, 2018), con el aceite de clavo a 300 ppm se obtenia una disminucion

importante y a 3000 ppm completa (Sanchez, 2016).

Otros aceites que también se han probado y muestran inhibicion del Penicillium spp.
han sido los de eneldo (92 % de inhibicién), manzanilla, orégano (96 % inhibicion) o pachuli
(Pogostemon cablin) que logrd una inhibicion del 98 % del hongo, probados en dosis entre 313

y 5000 ppm (Zulu, 2023).
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5.2. Resultados del Primer estudio in vivo

En este estudio lo que valorariamos es la accion de los hongos en las naranjas, midiendo
la anchura del crecimiento de los hongos en las heridas que les hicimos en la cascara. Pero no
ha sido posible debido a que, desde la segunda semana, la mayoria de las naranjas han sufrido
una contaminacion (Figura 5.33) de Penicillium spp. (la cepa usada en el segundo estudio) no
obteniendo resultados validos para poder valorar los efectos de los aceites esenciales en las

naranjas (motivo por el que hicimos el segundo estudio in vivo).

Figura 35: Naranjas del Primer Estudio in vivo con Aspergillus spp. contaminadas

completamente por el hongo del género Penicillium spp. que se uso6 en el segundo estudio

Al final de las cuatro semanas si que hubo alguna de las naranjas que no tuvo ningln
hongo ni contaminacidén presente (aceite de canela con Fusarium oxysporum y cedro con
Cladosporium spp.), pero al tener todos los controles con contaminaciones no podemos

compararlos con ellos, no pudiendo sacar resultados de ¢él.

5.3. Resultados del Segundo estudio in vitro

A diferencia del otro estudio in vitro (Apartado 4.3), en este solo hemos usado de hongo
la nueva cepa de Penicillium spp. que ya venia presente en las naranjas. En cuanto al proceso
ha sido igual que en el otro caso, solo que, a diferencia del primer estudio, se ha optado por

utilizar inicamente el aceite de canela a sus 3 dosis (30, 300 y 3000 ppm) y todos los demas
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aceites a una dosis tnica, 3000 ppm, al ser la que mejor resultados nos ha ofrecido a lo largo

del trabajo para los distintos hongos.

Viendo esto vamos a comparar estadisticamente por un lado el aceite de canela (a sus 3
dosis) y por otro todos los demas aceites (incluyendo el de canela como comparacion) a 3000

2

ppm. Cada linea de los graficos (que vendran medidos en mm~, como el primer estudio)

representara una dosis o aceite, dependiendo del caso.

5.3.1. Segunda cepa de Penicillium spp. v A.E. de Canela

Como podemos ver en este caso (Figura 36), el aceite de canela se comporta de manera
diferente segiin su dosis. Las dosis de 30 y 300 ppm se comportan de manera idéntica, aun
manteniéndose ligeramente por debajo la dosis mayor, las 2 primeras semanas la inhibicion es
bastante buena, aunque a partir de ahi surge un repunte donde el aceite deja de actuar de manera

tan eficaz y el crecimiento del hongo se acerca a valores mas proximos a los del control.

Penicillium spp. 2vs A.E de Canela
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Figura 36: Evolucion, en semanas, del crecimiento del segundo hongo del estudio del género
Penicillium spp. ante el A.E. de canela en la placa PDA en diferentes tratamientos (control, 30

ppm, 300 ppm y 3000 ppm)

En cambio, la dosis de 3000 ppm funciona de manera eficaz impidiendo el crecimiento

del hongo durante las 4 semanas que dur6 este segundo estudio, al igual que pasoé en el primero
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con la otra variedad de Penicillium spp. (Figura 29) y manteniendo los valores de crecimiento

por debajo del valor de 1500 mm? en todo momento (inhibicién importante).

Tras hacer el test de Kruskal-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) = 8,846975) el
resultado obtenido es p = 0,0314, un dato que nos indica que existen diferencias

estadisticamente significativas en nuestro experimento.

Penicillium spp. 2 vs A.E Canela (Semana 4)
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Figura 37: Crecimiento del segundo hongo del género Penicillium spp. con A.E. de canela a
las 4 semanas del comienzo del segundo estudio. Las barras que comparten la misma letra no

presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

En el anterior grafico (Figura 37) podemos observar los resultados del test U de Mann-
Whitney, donde observamos que todas las dosis presentan diferencias estadisticamente
significativas con el control. Vemos que las dosis de 30 y 3000 ppm también presentan
diferencias entre si, encontrandose la dosis de 300 ppm en un intermedio entre ellos (no presenta

diferencias estadisticas con ninguna de las otras dos dosis).

Estas diferencias indican que el aceite esencial de canela si que presenta una inhibicion
importante para esta cepa de Penicillium spp. (mas a dosis altas, como vemos en las Figuras 36,

37) por debajo de 1500 mm?.
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5.3.2. Segunda cepa de Penicillium spp. v los demas aceites

En este caso (Figura 38), cada aceite se comporta de manera distinta. La linea del aceite
de abeto sigue una tendencia muy parecida al control, aunque con una diferencia importante
debido a la inhibicidn que sugiere su uso, aun asi, si lo comparamos con los demas aceites es el

que peor funciona para combatir el hongo.

Penicillium 2 vs Aceites Esenciales a 3000 ppm

6000,00

5000,00

4000,00

3000,00

2000,00

1000,00 —

0,00 _——
Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4

e Control Abeto Pino Cedro Canela

Figura 38: Evolucion, en semanas, del crecimiento del segundo hongo del estudio del género

Penicillium spp. ante los A.E. de abeto, canela, cedro y pino en las placas PDA a 3000 ppm.

El cedro y la canela son los que mejor funcionan, inhibiendo casi completamente el
crecimiento del hongo; vemos que, aun separandose con el paso de las semanas los datos de los
dos aceites, son bastante eficaces. Por ultimo, el aceite de pino se encuentra en un punto
intermedio entre el aceite de abeto y los de canela y cedro, durante las dos primeras semanas
mas cercano a los resultados del cedro y la canela (més inhibidor) y durante la tercera y cuarta

a los resultados del aceite de abeto (menos inhibidor).

El test de Kruskal-Wallis (Kruskal-Wallis test: H (4, N= 15) = 12,77596) nos da el
resultado de p = 0,0124, indicando que en el caso de los demas aceites también existen

diferencias estadisticas significativas.
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Penicillium spp. 2 vs A.E a 3000 ppm (Semana 4)
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0,00 [ |

Control Abeto Pino Cedro Canela

Figura 39: Crecimiento del segundo hongo del género Penicillium spp. con todos los aceites
esenciales del estudio a la dosis de 3000 ppm a las 4 semanas del comienzo del segundo estudio.
Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente

significativas (U de Mann Whitney p>0,05).

Como vemos en la Figura 39, tras realizar el test U de Mann-Whitney, vemos que hay
aceites que presentan diferencias significativas con el control y otros que no. Comenzando con
el aceite de abeto, no presenta diferencias estadisticas con el control aun teniendo unos datos
de crecimiento del hongo mas bajos que €l por lo que no podemos afirmar que haga una funcion
inhibitoria satisfactoria. Después, en segundo plano, se encuentra el aceite de pino, el cual
presenta diferencias con el control (y el aceite de abeto) pero la capacidad de inhibicion es
escasa, disminuyendo el crecimiento del hongo de manera leve. Por ultimo, los aceites de cedro
y canela (el de canela ya fue estudiado en el apartado 5.3.1) presentan diferencias
estadisticamente significativas con el control, pero ademds la capacidad de inhibicién que
presentan es muy (diferencia importante) satisfactoria pues no dejan crecer al hongo en las

placas de manera importante (no superan los 1000 mm? de media ninguno de los dos aceites).

Solo dos aceites a dosis de 3000 ppm presentan diferencias importantes con el control,
estos son los aceites de cedro y canela, los dos aceites que mejor han funcionado durante todo

el estudio.
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5.3.3. Discusion sobre los aceites esenciales usados

Analizando los resultados de los dos estudios in vitro, vemos que los dos aceites que
mejor funcidn inhibidora presentan en general para todos los hongos son el de cedro y el de
canela, aunque para algunos hongos como el Cladosporium spp. también puede funcionar el de

abeto.

Estos aceites esenciales han sido probados para otros aspectos como por ejemplo
hongos de la madera de la vid (Phaemoniella chlamydospora y Neofusicoccum parvum)
(Mirasierra, 2021) o control de malas hierbas como Lollium multiflorum Lam., Sinapis arvensis
L. o Nicotiana tabacum L. entre otros (Cuadrado, 2022). Pero vamos a verlos mas

individualmente:

El aceite de abeto ha sido probado con pocos organismos aparte de este trabajo y los
anteriormente comentados. Se ha probado con algunos patdégenos humanos como el hongo
Candida albicans (Ayupova, 2014) y con bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus

aureus 'y Pseudomonas aeruginosa (Truchan, 2019) entre otros.

El aceite esencial de pino se ha probado en otros estudios, en algunos funcionando bien
como fungicida contra especies como Cryptococcus neoformans (Scalas, 2018) o insecticida
para la mosca blanca (Miti¢, 2018) y en otros sin accion alguna contra especies de malas hierbas
y cultivos (Ibafiez, 2019) u hongos, como por ejemplo los hongos de la madera de la vid

(Mirasierra, 2021).

El aceite esencial de cedro (Cedrus deodara) se ha probado contra diferentes hongos
como Candida albicans (Parveen, 2010) o Curvularia lunata (Kumar, 2020), en diferentes
organismos parasitos como Leishmania donovani (Narayan, 2017) o como herbicida como

vimos anteriormente (Cuadrado, 2022).

El aceite de canela es el que mejor funciond en nuestro estudio, pero no solamente en
este, hubo en otros en los que fue sometido a inhibir el crecimiento de hongos como Botrytis
cinerea (Valdeolmillos, 2018) o Alternaria spp. (Sanchez, 2016) con buenos resultados.
También se ha demostrado que es un buen antimicrobiano y acaricida, consiguiendo el control
de especies parasitas como las pulgas (Nwanade, 2021) o de individuos de la familia Bruchinae

(Jumbo, 2014).
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5.4. Resultados del Segundo estudio in vivo

A diferencia del primer estudio in vivo realizado (Apartado 4.4), en este hemos realizado
la prueba en una porcidn bastante menor de la naranja que incluya pulpa y corteza. Este estudio
se realizd con dos objetivos: probar la reaccion de la nueva cepa de Penicillium spp. y conseguir
un nuevo estudio in vivo sin contaminaciones que nos pueda proporcionar resultados
concluyentes con los que trabajar. En este estudio solo se trabajo con el aceite de canela a una
dosis de 3000 ppm, ya que, como hemos visto anteriormente, es el que mejores resultados a
ofrecido para todos los hongos en los ensayos in vitro y ademas en el primer ensayo in vivo la

dosis de 1600 ppm no parecia suficiente, por lo que usamos una dosis mayor en este ensayo.

El resultado, al igual que en el primer estudio (Apartado 5.2) ha sido infructuoso, aun
habiendo cultivado todos los hongos de los que disponiamos, ademas de los pertenecientes al
género Penicillum spp. Esto ha sido debido a que en la gran mayoria de placas no han aparecido
el hongo correspondiente y este ha sido acaparado por la segunda cepa de Penicillium spp. que
creemos que contenian las naranjas previamente. Ademas, aquellas en las que el hongo
correspondiente ha crecido de manera exitosa y sin contaminaciones (la mayoria han sido trozos
de naranja con cualquiera de las dos cepas de Penicillium spp.) el aceite esencial de canela no
ha hecho efecto, cubriéndose asi completamente los trozos de naranja a lo largo de la primera

semana, sin tener necesidad de seguir midiendo la expansion del hongo.

Por lo expuesto anteriormente catalogamos este estudio como ineficaz y no

profundizaremos sobre sus resultados.

000 Co-3000

Figura 40: Placas de PDA + A.E. de canela a 3000 ppm con una porcion de naranja (Citrus x
sinensis) contaminadas completamente por la segunda cepa de Penicillium spp. del estudio.
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5.5. Estudio econdmico

Una vez visto los resultados de los distintos estudios debemos responder a uno de los
objetivos (apartado 3) por los que se realizé este trabajo, ;puede suponer alguno de los aceites
esenciales una alternativa rentable a los fungicidas quimicos actuales? Tras ver los resultados
de los cuatro estudios (in vitro e in vivo) vemos que los aceites con mayor poder inhibidor son

el de cedro y el de canela. Pero aun asi hay varios problemas.

Comenzando con el aceite de cedro, aun presentando una gran inhibicion in vitro ante
la mayoria de hongos hay alguno frente el que su accion es menor, permitiendo el crecimiento
del hongo hasta niveles no recomendables, estos hongos son Aspergillus spp. y FOP SP1
(Figuras 8 y 24, respectivamente). Otro problema es que al existir una alternativa mejor para el
control de dichos hongos como es el aceite de canela no hay necesidad de usar el aceite esencial

de cedro, puesto que el precio de ambos en el mercado es bastante parecido.

En cuanto al aceite de canela, es el aceite que mayor inhibicion ha presentado frente al
crecimiento de todos los demas hongos. El problema es que, al igual que los demas aceites
esenciales, no ha podido frenar el crecimiento en los estudios in vivo, es decir que no podemos
afirmar que pueda ser usado en el dmbito industrial ni a la misma dosis que otros aceites
esenciales usados en otras frutas u hongos (1600 ppm como el de clavo para Neofabrea spp. en
manzanas) ni a dosis mas altas (3000 ppm) al no poder frenar los distintos patdogenos en las
naranjas con el mismo modo de accidn en el que se usan los productos quimicos actuales (ducha
o0 bafio de las naranjas con el producto mediante “sistema drencher”). Hemos cambiado el aceite
esencial, la fruta a proteger y los patdgenos utilizados lo que resulta innovador. Quizas
aplicandolo en otras frutas o patogenos podria ser viable con este procedimiento o cambiando
el modo de aplicacion. Sin embargo, el cambio en el protocolo de aplicacion del aceite
supondria una gran inversion para las empresas al tener que cambiar la maquinaria en las lineas

de procesado que podria no llegar a ser economicamente viable.

Por todo esto no desarrollamos un estudio econémico detallado, al no tener resultados
concluyentes en los estudios in vivo, aun obteniendo buenos resultados en los estudios in vitro
(los cuales pueden suponer un comienzo para considerar los aceites esenciales como

alternativas).
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5.6. Discusiones finales

Tras presentar los resultados de los cuatro estudios vamos a analizarlos desde un punto
de vista agrondmico, en el sentido de que no toda disminucién nos interesa, sino que lo buscado
son disminuciones importantes que nos permitan reducir o minimizar la pérdida generada por
estos hongos (obviamente nos basaremos en los estudios in vitro, pues no podemos sacar

resultados positivos de los estudios in vivo) en nuestro producto (naranjas).

Para ello vamos a resumir la accion de cada aceite en cada hongo en una tabla (Tabla 5,
6, 7'y 8) en la que incluiremos la primera dosis a la que existen diferencias estadisticamente
significativas (test de Kruskall-Wallis y U de Mann-Whitney) y la dosis a partir de la cual ya
se encuentra una reduccién importante del crecimiento del hongo, un dato que supondremos
como un dato aceptable desde el punto de vista del empresario, almacenista o agricultor. Para
diferenciar lo que es una “reduccion importante” y lo que no hemos fijado ese limite cuando el
hongo crezca por encima o por debajo de 1500 mm? en la placa Petri a las cuatro semanas de

accion del hongo:

Diferencia Diferencia
A.E.de Abeto [usE—_-—G——=—_. Importante
>1500 mm2
Aspergillus spp. 3000
Cladosporium spp . 30 30
Penicillium spp. 30 30

Tabla 5: Dosis (en ppm) del aceite de abeto a partir de las cuales se han encontrado diferencias
estadisticas significativas y diferencias importantes (superficie del hongo mayor o menor que

1500 mm? en el crecimiento de los diferentes hongos del estudio.

Como podemos ver en la Tabla 5, el aceite esencial de abeto es muy dispar a la hora de
controlar los distintos hongos, algunos hongos como Cladosporium spp. o la primera cepa de

Penicillium spp. los controla sin problema a dosis bajas como 30 ppm y otros como Fusarium
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oxysporum, Aspergillus spp. o la segunda cepa de Penicillium spp. (la que venia en las naranjas)

no los llega a controlar.

Diferencia Diferencia
A.E.de Canela [ Importante
(>1500 mm2)
Aspergillus spp. 3000 3000
Cladosporium spp . 30 30

FOP SP1 30 3000
Penicillium spp. 30 3000
Penicillium spp . 2 30 3000

Tabla 6: Dosis (en ppm) del aceite de canela a partir de las cuales se han encontrado diferencias

estadisticas significativas y diferencias importantes (superficie del hongo mayor o menor que

1500 mm? en el crecimiento de los diferentes hongos del estudio.

El aceite de canela (Tabla 6), a diferencia del anterior, si que consigue controlar los 5
hongos del estudio a un nivel aceptable desde el punto de vista agrondmico, aunque en la
mayoria de hongos las diferencias estadisticas comienzan en la dosis de 30 ppm los resultados
aceptables se producen con la dosis de 3000 ppm, por lo que seria la dosis mas recomendable
para su control. Aun asi, estos resultados no han sido reflejados mas tarde en los estudios in

Vivo.

Desde el punto de vista agrondmico, este aceite es el que mas interés genera puesto que
es el Unico que funciona con todos los hongos probados pudiendo ser una alternativa
econdmicamente muy rentable para las industrias y agricultores por su alto espectro de

actuacion y su precio en el mercado (si se consiguiera aplicar eficazmente in vivo).
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Diferencia Diferencia
A.E.de Cedro | Importante
(>1500 mm2)
Aspergillus spp. 300 3000
Cladosporium spp . 30 30
Penicillium spp. 30 30
Penicillium spp . 2 3000 3000

Tabla 7: Dosis (en ppm) del aceite de cedro a partir de las cuales se han encontrado diferencias
estadisticas significativas y diferencias importantes (superficie del hongo mayor o menor que

1500 mm? en el crecimiento de los diferentes hongos del estudio.

El aceite de cedro es el segundo aceite con mejor efecto inhibidor (Tabla 7) después del
de canela. La mayoria de los hongos presentan diferencias estadisticas a partir de 30 ppm (la
segunda cepa de Penicillium spp. se probo solo con la dosis de 3000 ppm). Aun asi, solo 2
hongos presentan importantes disminuciones del crecimiento a 30 ppm (Cladosporium spp. y
Penicillium spp.), siendo la dosis de 3000 ppm la que nos da la mayor cantidad de datos
satisfactorios por debajo del limite establecido. Aun asi, los resultados para Fusarium

oxysporum no resultan satisfactorios para ninguna dosis.

Diferencia
Importante
(>1500 mm2)

Diferencia
estadistica

A.E.de Pino

Aspergillus spp.

Cladosporium spp .

FOP SP1

Penicillium spp.

Penicillium spp . 2

Tabla 8: Dosis (en ppm) del aceite de pino a partir de las cuales se han encontrado diferencias
estadisticas significativas y diferencias importantes (superficie del hongo mayor o menor que

1500 mm? en el crecimiento de los diferentes hongos del estudio.
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Por tultimo, el aceite esencial de pino (Tabla 8) es el que peores resultados nos ofrece,
el tnico hongo al que inhibe de manera importante es Cladosporium spp. Los demas si que
ofrece diferencias estadisticas con sus respectivos controles (menos Aspergillus spp.) pero no

alcanza los valores buscados.

5.7. Conclusiones

Las conclusiones que sacamos de este trabajo son:

1. En los ensayos in vitro todos los aceites han demostrado inhibicion
estadisticamente significativas frente a la mayoria de los hongos a diferentes
dosis (en algunos casos desde 30 ppm). La excepcidn son el aceite de abeto con
el segundo Penicillium spp. y el aceite de pino con Aspergillus spp. que no han
podido ser inhibido a ninguna dosis.

2. En la evaluacién de la inhibicion importante (crecimiento en placa < 1500
mm?) solo el aceite esencial de canela funciona en los cinco patdégenos
probados.

3. El efecto inhibitorio de los aceites sobre las naranjas no ha podido mostrarse
en el primer estudio in vivo (1600 ppm) por la aparicién de contaminaciones,
no pudiendo verificar su poder inhibitorio contra los patdogenos probados en las
naranjas. En el segundo estudio in vivo con dosis de 3000 ppm tampoco se
consiguio la inhibicion de los patdgenos por la aparicion de la contaminacion
de la segunda cepa de Penicillium spp, que probablemente venia con las
naranjas.

4. Los aceites de canela y cedro presentan resultados positivos in vitro con todos
los hongos, inhibiéndolos de manera estadisticamente significativa, aunque
luego en los ensayos in vivo con el método del bafio no sea posible establecer
datos ni resultados sobre su capacidad inhibidora en naranjas.

5. Lavaloracion de los aceites esenciales probados para comprobar si pueden ser
una alternativa econdémicamente viable no es posible realizarla a la vista de
nuestros resultados usando las condiciones estandar de otros aceites esenciales

que se usan en post-cosecha en otras frutas frente a otros patogenos.
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