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1. RESUMEN

Resumen: La judia comun enfrenta serias amenazas por enfermedades fungicas,
especialmente la fusariosis vascular causada por Fusarium oxysporum, que provoca marchitez
vascular y reduce significativamente los rendimientos agricolas. Esta situaciéon demanda
alternativas sostenibles al control quimico tradicional. Los aceites esenciales de especies
forestales (abeto, cedro, pino) y aromaticas (canela) emergen como una prometedora alternativa
de biocontrol debido a sus propiedades antifingicas naturales. Debido a la falta de estudios
sobre la aplicacion de estas sustancias para controlar la marchitez de la judia por Fusarium
oxysporum, este trabajo tiene como objetivo evaluar el uso de aceites esenciales de abeto, cedro,
pino y canela como agentes biocidas contra diferentes cepas de dicho hongo patéogeno. Se
realizaron dos tipos de ensayo: un ensayo in vifro con aceites esenciales de abeto, cedro y pino
diluidos a diferentes concentraciones de 30, 300 y 3000 partes por millon (ppm)
respectivamente; y un ensayo in vivo con los aceites esenciales mencionados anteriormente y
con aceite esencial de canela de manera adicional, aplicados mediante riego en una
concentracion de 300 ppm. Los resultados obtenidos muestran un efecto fungicida temporal
de los aceites en el ensayo in vitro, mientras que se observa un efecto fitotoxico del aceite en el

ensayo in vivo.

Palabras clave: Fusarium oxysporum spp., control bioldgico, aceite esencial, abeto,

cedro, pino, canela.
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ABSTRACT

Abstract: Common bean faces serious threats from fungal diseases, particularly
fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum, which induces vascular wilting and significantly
reduces agricultural yields. This situation demands sustainable alternatives to traditional
chemical control. Essential oils from forest species (fir, cedar, pine) and aromatic species
(cinnamon) emerge as a promising biocontrol alternative due to their natural antifungal
properties. Due to the lack of studies on the application of these substances to control bean wilt
caused by Fusarium oxysporum, this work aims to evaluate the use of essential oils from fir,
cedar, pine, and cinnamon as biocidal agents against different strains of this pathogenic fungus.
Two types of assays were conducted: an in vitro assay with essential oils from fir, cedar, and
pine diluted at different concentrations of 30, 300, and 3000 parts per million (ppm)
respectively; and an in vivo assay with the aforementioned essential oils and cinnamon essential
oil additionally, applied through irrigation at a concentration of 300 ppm. The obtained results
show a temporary fungicidal effect of the oils in the in vitro assay, while a phytotoxic effect of

the oil is observed in the in vivo assay.

Key words: Fusarium oxysporum spp., biological control, essential oil, fir, cedar, pine,

cinnamon.
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2. INTRODUCCION

2.1. Cultivo de la judia comun: Phaseolus vulgaris L.

La judia coman (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa anual diploide (2n =22) de
autogamia predominante, ampliamente reconocida por su alto valor nutricional y su relevancia
en la alimentacion humana (Tomlekova et al., 2023). Este cultivo destaca por su aporte
significativo de proteinas, asi como por su contenido en vitaminas (como la riboflavina, el 4cido
folico y la tiamina), minerales esenciales (hierro, zinc, fosforo, potasio, magnesio y calcio) y
fibra alimentaria, ademas de ser una fuente importante de acidos grasos poliinsaturados,
especialmente linoleico y alfa-linolénico, que contribuyen a la prevencion de enfermedades

cardiovasculares y otros beneficios para la salud (Feedtables.com, s.f.; Trombino et al., 2022).

Desde el punto de vista evolutivo y de domesticacion, la evidencia genética indica que
Phaseolus vulgaris tiene su origen en Mesoamérica, particularmente en México, desde donde
se dispersd hacia Sudamérica, dando lugar a los principales grupos genéticos andino y
mesoamericano (Bitocchi et al., 2012). Su llegada a Europa, y especificamente a la Peninsula
Ibérica, se produjo tras el contacto con América en el siglo XVI, lo que permiti6 su posterior

difusion y adaptacion a diversos ambientes (Paredes et al., 2009; Singh, 2013).

La judia comun prospera principalmente en regiones de clima templado o subtropical,
si bien en zonas tropicales su cultivo es posible durante los periodos frios y secos. Las
condiciones de humedad excesiva combinadas con temperaturas elevadas resultan
perjudiciales, pues propician el desarrollo de enfermedades y provocan la caida prematura de

las flores.

El desarrollo 6ptimo de la planta se produce en un rango térmico de 15 a 21°C, aunque
estos valores pueden variar segin la variedad y la etapa de crecimiento especifica (ya sea
germinacion, floracion u otras fases). Cuando la temperatura del suelo desciende por debajo de
15°C, la germinacién se ve comprometida, mientras que temperaturas superiores a 20°C
ralentizan el crecimiento. La planta muestra particular vulnerabilidad ante las heladas, y su

respuesta al fotoperiodo varia segun la variedad cultivada.

En cuanto al terreno, las judias se adaptan favorablemente a suelos que presentan buen
drenaje y riqueza en materia organica, siendo el pH 6ptimo para su cultivo el comprendido entre

5,2y 6,8 (Alves-Santos, 1999).
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2.2. La judia en Espaiia

2.2.1. Superficie y produccion en Espaiia

La superficie total dedicada al cultivo de leguminosas grano en Espafia asciende a
aproximadamente 360.000 hectareas segin los datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion (MAPA, anuario estadistica 2023). Esta superficie se distribuye entre diferentes
tipos de legumbres secas, de las cuales la judia representa solo un 2% de la superficie total,
equivalente a unas 8.000 ha y donde destacan los cultivos para el consumo animal (guisante
seco 122.000 ha, veza 77.000 ha, yeros 48.000 ha y haba seca 17.000) y de garbanzo y lenteja

para consumo humano (36.000 ha y 40.000 ha, respectivamente).

La produccion de judia grano en Espafia ha decaido con la superficie cultivada (Figura
2.1) y se sitiia en aproximadamente 14000 toneladas (Figura 2.2). Sin embargo, esta cifra
presenta ciertas fluctuaciones debido a la plantacion del cultivo en tierras de secano. De esta
manera las condiciones climatoldgicas afectan al rendimiento productivo en cada comunidad
que oscila entre valores en secano como 655 kg/ha en Castilla y Leon y 2200 kg/ha en Galicia,
mientras que en regadio los valores son mas parecidos (1923 kg/ha en Castilla y ledn y unos
2100 kg/ha en Galicia).

Superficie (miles de hectareas)
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FIGURA 2.1. Superficie cultivada de judia grano en Espafia en el periodo 2012-2022 (en miles de ha). Fuente:
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.
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FIGURA 2.2. Produccion judia grano en Espaiia en el periodo 2012-2022 (en miles de toneladas). Fuente: Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

La principal region productora de leguminosas grano es Castilla La Mancha (120.000
ha) seguida de Castilla y Le6n (109.000 ha) pero especificamente para la judia grano las
principales son Castilla y Leon con 3604 ha (3186 ha en Leo6n), seguida de Galicia con 1856 ha
(Figura 2.3).

Superficie cultivada judia grano (ha)

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500 |I II
0 . | - [ - = —
S F F LT ¥ LS
A\
SN P N R\ R S N\ S\ N &
> O ¥ ® N S SR
QY < v
Sl <

FIGURA 2.3. Superficie cultivada de judia de grano en Espafia por comunidades (en ha). En Resto se incluyen
comunidades con menos de 10 ha cultivadas. Fuente: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.
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2.2.2. Analisis economico

Segun el Informe del Consumo Alimentario en Espafa del afio 2023, el consumo de
legumbres en los hogares espafioles ha caido un 1,2 % en volumen respecto al afio anterior. La
cantidad promedio de legumbres ingeridas por residente también cae, en este caso, un 2,3 %

respecto al afio anterior (Tabla 2.1).

Las legumbres representan un 0,41% del presupuesto de las familias a la hora de invertir

dinero en compras de alimentacion.
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TABLA 2.1. Valores numéricos del consumo doméstico de legumbres en Espafia (2023) respecto a volumen, valor,

consumo per capita, gasto por capita y precio medio. Fuente: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

Consumo doméstico de % Variacion % Variacion
LEGUMBRES

2023 vs. 2022 2023 vs. 2019
Volumen (miles kg) 152.501,09 -1,2 % -1,0 %
Valor (miles €) 332.098,88 6,0 % 12,1 %
Consumo x capita (kg) 3,26 -23% 2,4%
Gasto x capita (€) 7,10 4.8 % 10,5 %
Precio medio (€/kg) 2,18 7,3 % 13,2 %

En cuanto a la categoria de legumbres, dividida en legumbre seca y cocida, se observa
un mayor consumo de esta ultima (56,8%) respecto a la seca (43,2%). En cuanto a valor de

mercado, la legumbre seca se posiciona por delante de la cocida (53,4 % frente a 46,6 %).

2.2.3. Marcas de calidad

En Espafia, varias marcas de calidad reconocidas destacan en la produccion de judia
comun, especialmente a través de Indicaciones Geograficas Protegidas (IGP) vy
Denominaciones de Origen Protegidas (DOP). A continuacion, se presentan algunas de las mas

significativas (Tabla 2.2).

TABLA 2.2. Marcas de calidad reconocidas de judia comtn en Espafia. Fuente: elaboracion propia, 2024.

IGP DOP
Judia de El Barco de Avila Judia del Ganxet
Alubia de La Bafieza-Ledn Faba Granja Asturiana

En la region correspondiente con la IGP de El Barco de Avila destaca la plantacion de

las siguientes variedades (Ares, D. A., 2014):
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e Blanca Arrocina,
e Blanca Redonda,
e Blanca Rinodn,

e Morada Larga.

2.3. Enfermedades y plagas de Phaseolus vulgaris L.

Destacan tres tipos de enfermedades: viricas o virales, fingicas y bacterianas (Tabla

2.3).

Las enfermedades virales en plantas son infecciones causadas por virus que afectan el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Después de los hongos, los virus son los causantes de
las mayores pérdidas en cultivos agricolas (Ares, D. A., 2014). Los sintomas comunes de una
infeccion viral en plantas incluyen enanismo, alternancia del color natural de la planta con
manchas cloréticas, manchas anilladas, malformaciones en hojas y necrosis entre otros.

(Sepulveda, G. (n/d)).

Entre las enfermedades fingicas que afectan a la judia comun se encuentran aquellas
provocadas por hongos del suelo. La planta presenta sintomas de necrosis en las raices y cuello,
envejecimiento de hojas cercanas al suelo, pérdida de vigorosidad de la planta y reduccion del
rendimiento de esta. Por otro lado, los hongos aéreos provocan diferente sintomatologia en la
planta y la presencia de unos u otros dependera del tipo de clima, estado fenoldgico de la planta,

método de propagacion, etc (Barbeito, M. P., 2009).

Finalmente, en cuanto a enfermedades bacterianas destacan la bacteriosis comun y de
halo, provocadas por diferentes bacterias (Xhantomonas campestris y Pseudomonas psyringae,
respectivamente). Estas en ocasiones aparecen simultineamente y se han observado en zonas
productoras como La Bafieza (Ledn) y ocasionalmente en El Barco de Avila (Alves-Santos,
comunicacién personal) donde reciben el nombre comiin de “grasa de la judia” por las lesiones

traslicidas y brillantes que se asemejan a manchas de grasa en un papel.

La judia comun se ve afectada por diferentes tipologias de enfermedades:
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TABLA 2.3. Clasificacion de enfermedades de Phaseolus vulgaris L. Fuente:

modificado de Barbeito (2009).

Enfermedad Tipologia Patégeno
Bean Common Mosaic Virus .
Potyvirus
(BCMNV)
Bean Yellow Mosaic Virus Virica .
Potyvirus
(BYMV)
Cucumber Mosaic Virus (CMV) Cucumovirus
Tomato Spotted Wilt Virus Tospovitus
Roya Uromyces appendiculatus
Podredumbre gris Botrytis cinerea
Podredumbre blanca Sclerotinia sclerotiorum
Fungica
) Colletotrichum
Antracnosis
lindemuthianum
o Fusarium oxysporum f.sp.
Fusariosis vascular
phaseoli
o Pseudomonas syringae pv.
Bacteriosis de halo
phaseolicola
Bacteriana
oo Xantomonas campestris pv.
Bacteriosis comun
phaseoli

2.3.1. Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un complejo de especies anamorficas presenta una considerable
variacion morfoldgica y fisioldgica. Se trata de un microorganismo que puede encontrarse en
los suelos, donde sobrevive de manera saprofita o estableciéndose dentro de tejidos vegetales.
Sus variantes patogénicas tienen la capacidad de atacar y enfermar a mas de un centenar de

especies de plantas diferentes (Nifio-Sanchez et al., 2015).

Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f.sp. phaseoli J.B. Kendrick & W.C. Snyder es

un patdégeno que se identificd primeramente en los Estados Unidos en el 1929 (Maina et al.,

9
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2017). En 1926 en la zona del Barco de Avila ya se identificaron sintomas de marchitez y
amarilleamiento de las judias (Alves-Santos et al., 1999) que se confirmaron décadas mas tarde

cumpliendo los postulados de Koch (Diaz-Minguez et al. 1996).

Es en esta region donde se manifiesta con gran virulencia ocasionando importantes
pérdidas no tanto por el volumen de produccion de la zona, sino por la calidad de la judia
(Alves-Santos, 1999). Algunas de las cepas patogénicas espafiolas que se detectan en la zona
(FOP-SP, FOP: Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, SP: Spain ) pertenecen a la raza 6 de este
patogeno y se caracterizan por su capacidad de afectar a todas las variedades de judia ensayadas,
incluyendo a variedades que se habian descrito como resistentes (Alves-Santos et al., 2002). En

este trabajo hemos empleado las siguientes:

e Cepa FOP-SP1: proveniente de La Carrera (Espafia). Muy virulenta.
o Cepa FOP-SP2: proveniente de El Barco de Avila (Espafia). Muy virulenta.
e Cepa FOP-SP4: proveniente de La Carrera (Espafia). Poco virulenta.

e Cepa FOP-SP5: proveniente de La Carrera (Espana). Poco virulenta.

El sistema de colonizacion de F. oxysporum consiste en introducirse por las heridas o
uniones entre raices laterales y principal. Las heridas en la raiz se ven favorecidas por
condiciones de alta humedad y en algunas ocasiones, la presencia de nematodos y otros
organismos que se alimentan de las plantas puede ayudar a la entrada del patdgeno Tras penetrar
el tejido cortical, avanza hacia el cilindro central y se propaga por los vasos conductores. Al
colonizar el xilema, obstruye el transporte de agua y nutrientes hacia la parte aérea de la planta,

provocando marchitez y frecuentemente la muerte del huésped (Argotti, 2016).

2.4. Control biologico

El control biologico segln la definicion de Baker y Cook (1974) es “la reduccion de la
densidad o de las actividades productoras de enfermedades de un patdgeno o parasito, en su
estado activo o durmiente, lograda de manera natural o a través de la manipulacion del

ambiente, del hospedante o de antagonistas del patdgeno o plaga que se quiere controlar”.

Existen otras definiciones de control bioldgico o biocontrol. Dentro de ellas estan las
que se refieren al uso de organismos vivos para el efecto de control (agentes de control
bioldgico, BCA de sus siglas en inglés) y algunas més amplias como la de Agrios (Agrios, 1991)

donde incluye también los cultivares resistentes o las actuales que incluyen los productos de

10
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origen natural. En el caso de Fusarium lo mas extendido y que se encuentra como formulados
comerciales es el uso de BCAs, sobre todo hongos (del género Trichoderma) y bacterias (Alves-

Santos y Diez, 2011).

El Real Decreto 1311/2012, por el que se establece el uso sostenible de los productos
fitosanitarios, indica “Los métodos sostenibles biologicos, fisicos y otros no quimicos deberan
preferirse a los métodos quimicos, siempre que permitan un control satisfactorio de las plagas”.
Por ello, trabajamos en esta linea de investigacion como una aproximacion al desarrollo de

productos potencialmente aplicables en control bioldgico.

El control bioldgico con sustancias naturales se refiere al uso de compuestos de origen
bioldgico o natural para el manejo y control de plagas, patdgenos y malezas en sistemas
agricolas y forestales. Esta estrategia incluye el empleo de metabolitos secundarios de plantas,
microorganismos entomopatogenos, extractos vegetales, aceites esenciales, feromonas, y otros
compuestos bioactivos que actuan como biopesticidas, biofungicidas o bioinsecticidas (Isman,
2020; Pavela & Benelli, 2016). A diferencia del control quimico sintético, estas sustancias
presentan mayor selectividad, menor persistencia ambiental, reducida toxicidad para
organismos no objetivo y menor riesgo de desarrollo de resistencia (Regnault-Roger et al.,
2012).

Los aceites esenciales representan una de las categorias mas estudiadas debido a su
amplio espectro de actividad y su potencial como alternativa ecologica a los pesticidas
sintéticos (Pavela & Benelli, 2016; Lengai et al., 2020). De hecho, en estudios como el de
Mirasierra Velardo, R. (2021) se emplean aceites esenciales de citronela, abeto, pino, cedro,

canela y clavo para el control de hongos patogenos in vitro.

2.4.1. Aceites esenciales

Segun la norma ISO 9235:2013 (2013), se define un aceite esencial como un producto
obtenido mediante destilacién con agua o vapor, procesamiento mecanico o destilacion seca de
materiales naturales. Pueden aparecer como compuestos liquidos volatiles, transparentes o
coloreados resultante de una mezcla de compuestos aromaticos, de ahi su importancia en la

industria de la cosmética y perfumeria.

Los aceites esenciales se obtienen de diferentes 6rganos de la planta: flores, madera,
raices, semillas, frutos, rizomas, etc. Cada aceite esencial se caracteriza por la presencia de un

grupo quimico constituyente, por ejemplo, el timol se caracteriza por el grupo fenol; el cedreno

11



Evaluacion de aceites esenciales para el control biolégico de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli

Introduccién

por el grupo terpeno; el acido miristico como su propio nombre indica contiene un grupo acido;

el mentol se caracteriza por su grupo alcohol, etc (Kumar et al., 2019).

Estos compuestos tienen diversas funciones en las plantas. En algunos casos su funcién
es atrayente de organismos beneficiosos como son los polinizadores y en otros casos son
repelentes de organismos nocivos o fitéfagos e incluyendo propiedades de caracter

antibacteriano y antifungico, de ahi su interés fitopatoldgico.

2.4.1.1. Aceite esencial de abeto
Abies sibirica L. (abeto siberiano) es una conifera perenne de gran tamafio con una
abundante copa verde, y es una de las especies dominantes en la taiga de Rusia europea, asi

como en la taiga occidental y oriental de Siberia (Shakhmatov et al., 2015).

En los aceites esenciales preparados a partir de agujas o ramitas y ramas, el limoneno,
B-pineno, a-pineno, canfeno, B-felandreno y acetato de bornilo son los compuestos principales
(Ancuceanu et al., 2023).

Algunos estudios previos demuestran la actividad antifingica del acetato de bornilo,
inhibiendo el crecimiento del micelio de Fusarium oxysporum (Zhang et al., 2022). Ademas,
aceites esenciales como el obtenido a partir de Laurelia sempervirens (laurel chileno), que
contiene B-pineno y a-pineno entre otros compuestos, muestra también actividad antifingica

contra Fusarium oxysporum (Avello et al., 2012).

Finalmente, el limoneno, aunque a altas concentraciones en comparacion con otros
compuestos bioactivos, también ofrece actividad inhibitoria contra Fusarium (Cerna-Chavez et

al., 2019).

2.4.1.2. Aceite esencial de cedro
Cedrus deodara (D. Don) G. Don, cominmente conocido como cedro del Himalaya, es
una especie de cedro nativa de los Himalayas occidentales, que se encuentra en el este de
Afganistan, el norte de Pakistan, el norte-centro de India, el suroeste del Tibet y el oeste de

Nepal (Chaudhary et al., 2011).

El aceite esencial obtenido de las hojas del cedro presenta una clara actividad
antifungica contra Fusarium oxysporum, siendo el mentol y etanol los extractos solventes

organicos causantes de esta inhibicion (Joshi et al., 2018).

12
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2.4.1.3. Aceite esencial de pino
El pino silvestre, Pinus sylvestris, pertenece a la familia Pinaceae. Es una especie de
hoja perenne, distribuida por Europa, Asia, América y Africa del norte. Esta especie es la tinica

del género nativa de Gran Bretafia (Carlisle & Brown, 1968).

Los aceites esenciales obtenidos de esta especie se caracterizan por la presencia de o-
pineno, d-3-careno, acetato de bornilo, B-cariofileno, d-cadineno, B-cariofileno, d-cadineno y

diterpenoides (Judzentiene & Kupcinskiene, 2008).

Alguno de estos compuestos se ha mencionado anteriormente destacando su actividad
antifingica. De la misma manera, aceites esenciales como el obtenido a partir de Amomum
rubidum, muestran actividad antimicrobiana contra Fusarium spp., que se relaciona con

algunos de sus principales componentes, como es el caso de 6-3-careno (Huong et al., 2021).

2.4.1.4. Aceite esencial de canela
Dentro de la familia de las Lauraceae se encuentra el canelo, Cinnamomum aromaticum.

Esta especie es indigena de Sri Lanka y de la zona sur de la India (Thakur et al., 2021).

Los aceites esenciales de esta especie se caracterizan por la presencia de varios grupos
quimicos, entre los que destacan el cinamaldehido, eugenol, o-metoxicinamaldehido, linalool,

a-pineno, B-cimeno, a-felandreno, benzilico, cuminico, nonilico, furfural (Narvéez, 2006).

Algunos compuestos como el cinamaldehido, eugenol y o-metoxicinamaldehido han
demostrado en diversos estudios propiedades antifungicas (Narvaez, 2006; Garcia-Camarillo et
al., 2006).
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Este estudio tiene como motivacion principal investigar el potencial de diversas

sustancias naturales como agentes de control bioldgico contra hongos patogenos.

Los resultados que se obtengan buscan respaldar el control bioldgico en la proteccion
de cultivos y contribuir al desarrollo de productos basados en estas sustancias como alternativas

eficaces y sostenibles para el manejo integrado de enfermedades en sistemas agricolas.
Por ello, se concluye que el objetivo principal es:

o Evaluar la capacidad de diferentes aceites esenciales para inhibir el

crecimiento de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli en el cultivo de judia comun.

Se pretende alcanzar ese objetivo general a través de los siguientes objetivos

secundarios:

o Evaluar in vitro la capacidad de los aceites esenciales (abeto, cedro y
pino) para la inhibicién de la germinacion de cuatro cepas de Fusarium oxysporum f.sp
phaseoli (FOP-SP1, FOP-SP2, FOP-SP4 y FOP-SP5) mediante su aplicacion por

pipeteado en placas de Petri.

o Evaluar in vivo la capacidad de aceites esenciales (abeto, cedro, pino y
canela) para la inhibicion de la germinacion de dos cepas de Fusarium oxysporum f.sp

phaseoli (FOP-SP1 y FOP-SP5) mediante la aplicacion por riego en macetas.
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Se han llevado a cabo diversos experimentos para evaluar el potencial de los aceites
esenciales extraidos de abeto, cedro y pino como agentes de control bioldgico contra diferentes
cepas de Fusarium oxysporum. Se realizaran dos ensayos: ensayo in vitro y ensayo de inoculo

en planta.

La metodologia experimental para el ensayo in vitro incluyo6 un disefio robusto con tres
réplicas por tratamiento, ademas de un grupo control por cepa, para garantizar la validez

estadistica de los resultados.

4.1. Material patogénico

Para este estudio se ha seleccionado Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, agente
patogeno responsable de causar la fusariosis vascular. Se han seleccionado cuatro cepas
pertenecientes a la raza 6 (Alves-Santos et al., 2002) que fueron aisladas de cultivos de judia

de la comarca de El Barco de Avila entre los afios 1993-1996 (Alves-Santos, 1999):

e FOP-SP1 (1993, cepa virulenta)
e FOP-SP2 (1996, cepa virulenta)
e FOP-SP4 (1994, cepa poco virulenta)
e FOP-SP5 (1994, cepa poco virulenta)

Para el ensayo in vivo se emplearan las cepas FOP-SP1 y FOP-SP5, de manera que se
prueba en cepas virulentas y poco agresivas respectivamente (Alves-Santos et al., 2002).
4.2. Aceites esenciales

Para llevar a cabo este ensayo de control biologico in vitro, se han utilizado productos

comerciales provenientes de herbolario, especificamente los siguientes aceites esenciales:

e Aceite esencial de madera de cedro del Himalaya, obtenido de Cedrus deodara (D.
Don) G. Don.
e Aceite esencial de aguja de abeto siberiano, derivado de Abies sibirica Ledeb.

e Aceite esencial de aguja de pino escocés, extraido de Pinus sylvestris L.

Para el ensayo in vivo, adicionalmente se empleara:
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e Aceite de canela de corteza extraido de Cinnamomum zeylanicum. La incorporacion
de este aceite se fundament6 en los resultados prometedores obtenidos en ensayos
paralelos in vitro que evaluaron las propiedades antifingicas de aceites esenciales,

lo que motivo la evaluacion de su eficacia in vivo.

Estos aceites esenciales han sido seleccionados por sus propiedades bioactivas, que los

convierten en agentes potenciales para el control bioldgico en diferentes contextos.

4.3. Analisis del crecimiento de los hongos in vitro

La evaluacion del control biolégico se realizd6 mediante el andlisis del desarrollo
micelial de los hongos, cultivados in vitro en medio PDA (Potato Dextrose Agar) sobre placas
de Petri. Para la preparacion del medio de cultivo, se afiadieron 39 gramos de PDA en un litro
de agua destilada y se agitd hasta su completa disolucion. Posteriormente, se esterilizo en
autoclave durante 20 minutos a 121°C. Se incorpora la dilucion correspondiente de aceite
esencial cuando el medio alcanza aproximadamente 50 °C, justo antes de su solidificacion.
Posteriormente, se procede a distribuir alicuotas de unos 25 mL del medio en placas de Petri

con un didmetro interior de 85 mm (90 mm de didmetro comercial).

Se prepararon las diluciones de los aceites esenciales considerando su naturaleza
hidrofobica, utilizando etanol absoluto como solvente. El proceso de dilucion seriada se realizo

de la siguiente manera:

1. Para T3000

C,V, = C,V, (Ec. 4.1)

e (CI1:10% =0,1=100.000 ppm
e VI1=9mL aceite esencial

e V2=300mLPDA

Calculo de la concentracion final:

100.000 x 9 (Ec. 4.2)
2 = T = 3.000 ppm
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2. T300: 9 mL al 1%/300 mL =9mL a 10000 ppm/300 mL = 300 ppm
e Cl1:1%=0,01=10.000 ppm
e VI=9mL
e V2=300mL
10.000 x 9 (Ec. 4.3)
Cz = T = 300 ppm
3. T30: 9 mL al 0,1%/300 mL = 9mL a 1000 ppm/300 mL = 30 ppm
e (C1:0,1%=0,001=1000 ppm
e VI=9mL
e V2=300mL

. _l1000x9 (Ec. 4.4)
= = m

4. Control PDA: 9 mL de alcohol en 300 mL de disolucién.

El disefio experimental comprende un total de 144 placas de Petri, que resultan de la
combinacion factorial de tres aceites esenciales (abeto, cedro y pino), cuatro concentraciones
de tratamiento (T0, T30, T300 y T3000), cuatro cepas patégenas distintas, y tres réplicas por

cada condicidon experimental.

En condiciones asépticas dentro de una cabina de flujo laminar, se procedi6 a la
obtencion de indculos fingicos a partir de las placas replicadas del cultivo original. Utilizando
un bisturi previamente estéril, gracias a la aplicacion previa de etanol y su exposicion a la llama
de un mechero Bunsen; se extrajo una porcion cibica de aproximadamente 5x5x5 mm de agar
que contenia micelio activo de cada hongo en estudio. Estos inoculos fueron transferidos
individualmente al centro de cada una de las nuevas placas de cultivo preparadas y, finalmente
se colocaron en la incubadora a unos 21°C, donde se mantuvieron una semana hasta la primera
medicion. Para facilitar el seguimiento del crecimiento radial, se marco el punto central de

inoculacion en la parte exterior de cada placa con un rotulador permanente.

Para realizar las mediciones del crecimiento micelial, se trazaron dos ejes
perpendiculares que cruzan por dicho punto central de inoculacién, utilizando una regla para

garantizar precision. Durante las cuatro semanas siguientes, una vez a la semana se mide el
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crecimiento del micelio en mm a lo largo del eje vertical y horizontal respectivamente

(didmetro: D), para poder calcular el area colonizada segtn la formula 4.5. El micelio puede

alcanzar un area maxima de colonizacion de 5674,18 mm?.

D\* (Ec. 4.5)
) xm

Superficie = <E

4.4. Analisis del crecimiento de los hongos in vivo

Primeramente, se rellenan 30 maceteros con sustrato vermiculita 100 % (Tabla 4.1) hasta
la mitad de su capacidad. Seguidamente se prepara la semilla de judia en un vaso de precipitados
y se lava con hipoclorito de sodio cinco minutos. A continuacion, se enjuaga con agua del grifo.
Una vez realizada esta limpieza, se distribuyen diez semillas por maceta y se riega con ayuda
de un matraz aforado con capacidad de 2 L, de esta manera la semilla obtiene la humedad

necesaria para germinar.

TABLA 4.1. Propiedades del sustrato 100% vermiculita.

pH 7
Densidad 80-120 kg/m?
Conductividad eléctrica 10 mS/m
Granulometria 1-3 mm

Se preparan 12 placas Petri en total: 6 placas correspondientes a la muestra FOP-SP1 y

6 placas de la muestra FOP-SP5, donde previamente se ha replicado el patdgeno.

Se dispone de un mechero Bunsen, alcohol para desinfeccion, un asa de siembra

(extendedor) y tubos Falcon de 50 ml en los que se deposita la extraccion.

Se recogen con agua las esporas de placas PDA de una semana y se cuentan en camara
Thoma. Después se ajusta la concentracion a 10° esporas/ml para el ensayo estandar CIAT
(Pastor Corrales & Abawi, 1987).
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Para el conteo de esporas la cdmara Thoma dispone de un area de cuadrado de 0,0025
m? y una altura de muestra de 0,1 mm. Colocamos un cubreobjetos sobre la cAmara y con ayuda
de una micropipeta se deposita una muestra de la suspension en el extremo centro superior de
la camara. Finalmente, se observa la muestra en el microscopio y se procede al conteo. Como
guia la cdmara contiene unos cuadrados divididos en 16 subcuadrados donde se cuenta el n° de

esporas contenido en cada area y se pueden calcular las soluciones de indculo (Ec. 4.6).

n? esporas (Ec. 4.6)
16 X 0,1 mm x 0,0025 mm?2

Tras conseguir las soluciones de inoculo, se extraen las plantas de judia con dos semanas
de desarrollo, separandolas en bandejas distintas segiin el aceite esencial con el que fueron
regadas durante la semana previa. Se procede a limpiar minuciosamente las raices de cualquier

residuo de sustrato mediante un lavado con agua corriente.

El ensayo incluye 10 plantas por cada cepa patogénica y control, que se evaluara con
los aceites propuestos (abeto, canela, cedro y pino). Paralelamente, se llevard a cabo un ensayo

de control que comprendera 10 plantas por cepa patogénica y 10 plantas sin aceite ni patdgeno.

Las plantas mas saludables son seleccionadas para la inoculacion, que se distribuyen
con una densidad de 5 plantas/tiesto, realizdndoles cortes en las raices que funcionardn como
vias de entrada para el patogeno. Posteriormente, estas raices se sumergen durante 5 minutos
en las soluciones de indculo correspondientes, se escurren para eliminar el exceso de liquido y

finalmente se trasplantan a las macetas (Figura 4.1).

e

/y — Em—_
T

“nN

FIGURA 4.1. Esquema del procedimiento a seguir para inocular el patégeno en planta. Fuente: Dibujo elaborado por
Fernando Alves, F.M. (Alves-Santos, 1999).
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La valoracion de la enfermedad se realizara segun la escala de CIAT (Pastor Corrales &
Abawi, 1987): consiste en contar las hojas afectadas que presentan clorosis, necrosis y/o caida

prematura. Se clasificard segin la siguiente escala en funciéon del criterio mencionado

anteriormente:
1: planta sana 2: 5% 3:10%
4:15-20%  5:25% 6: 35-40%
7: 50% 8: 75% 9: 100% o planta muerta

Segun estos valores se considera planta resistente cuando el indice de enfermedad se
encuentra entre 1 y 3 y planta susceptible cuando este indice es superior a 3 (Salgado &
Schwartz, 1993). Si sabemos que es una variedad susceptible se denominara aislado no

patogénico o patogénico, respectivamente.

En la semana 3 se comienza a aplicar tratamiento mediante el riego: 100 ml por tiesto a
300 ppm de aceite esencial de canela. Ademas, en la tercera semana del ensayo se procede a
inocular el patogeno. Previamente a la inoculacion se habia realizado un riego con 3000 ppm
de tratamiento para el acondicionamiento de la planta. En vista del posible efecto fitotoxico de

esta dosis se ajusto la dosis a un valor menor.

4.5. Analisis estadistico

Para hacer una evaluacion correcta de los datos primero se evalta la homocedasticidad
(también conocida como homogeneidad de varianzas) de los datos obtenidos. Esto implica que
la variabilidad de los datos es aproximadamente constante en todos los niveles de la variable
predictora (Labra & Torrecillas, 2014). Para analizar este parametro la prueba de Levene es
particularmente adecuada, ya que en los estudios microbiologicos la normalidad perfecta es
poco comun y esta prueba se adapta bien a este comportamiento (Odoi et al., 2019). Con este
método se pretende no cometer errores de tipo I, que se corresponde con un "falso positivo", es

decir, rechazar la hipotesis nula (Ho) cuando en realidad es verdadera.
Para la prueba de Levene especificamente:

e La hipotesis nula (Ho) es que las varianzas de los grupos que se estan comparando

son iguales (homogeneidad de varianzas).
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e La hipotesis alternativa (Hi) es que al menos una de las varianzas es diferente de las

demas (heterogeneidad de varianzas).

Si el valor p resultante de la prueba de Levene es menor que 0,05, rechazamos la
hipétesis nula y concluimos que las varianzas son significativamente diferentes (Goémez et al.,
2013). Esto significa que la probabilidad maxima que estamos dispuestos a aceptar de cometer

un error tipo I es del 5%.

En el caso de que se demuestre heterocedasticidad significativa en los datos, se rechaza
la hipotesis nula y por ello los analisis estadisticos se realizan con test no paramétricos: para la
evaluacion de las variables se realizard el test de Kruskal-Wallis. En los casos donde este test
indico diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), se procedera a realizar

comparaciones por pares mediante el test U de Mann-Whitney.

El analisis estadistico se realizd mediante el software STATISTICA v.8 (StatSoft, Inc.,
2007), mientras que la estadistica descriptiva y la elaboracion de graficas se llevaron a cabo

utilizando el paquete de Microsoft Office.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Analisis del crecimiento de los hongos in vitro

Los datos de crecimiento superficial del micelio se analizaron para verificar el
cumplimiento del supuesto de homocedasticidad mediante el test de Levene, evaluando si las
varianzas entre grupos son homogéneas y se satisfacen los criterios para la aplicacion de analisis

paramétricos (Tabla 5.1).

TABLA 5.1. Resultados test de Levene filtrado por cepa patogénica (FOP-SP1, FOP-SP2, FOP-SP4, FOP-SP5),
aceite y semana. NaN= Not a number.

FOP-SP1
SEMANA 1 SEMANA2 SEMANA3 SEMANA4
Abeto 0,011 0,052 0,03 NaN
Cedro 0,011 0,006 0,011 0,01
Pino 0,014 0,019 0,013 0,01
FOP-SP2
SEMANA 1 SEMANA2 SEMANA3 SEMANA4
Abeto 0,049 0,009 0,001 NaN
Cedro 0,03 0,02 0,004 0,021
Pino 0,07 0,017 0,001 0,001
FOP-SP4
SEMANA 1 SEMANA2 SEMANA3 SEMANA4
Abeto 0,029 0,008 0,003 0,001
Cedro 0,012 0,006 0,029 0,001
Pino 0,325 0,012 0,01 NaN
FOP-SPS
SEMANA 1 SEMANA2 SEMANA3 SEMANA4
Abeto 0,325 0,014 0,023 0,002
Cedro 0,006 0,043 0,013 0,009
Pino 0,052 0,02 0,001 NaN

e FOP-SPI1: Todos los valores son < 0,05, indicando heterocedasticidad en todas las
semanas.

e FOP-SP2: Todos los valores son < 0,05, indicando heterocedasticidad.

e FOP-SP4: Valores < 0,05, excepto en Pino semana 1 (0,325 > 0,05).

e FOP-SP5: Mayoria de valores < 0,05, excepto Abeto semana 1 (0,325 > 0,05).

Dado que la gran mayoria de los datos no cumplen con el supuesto de homocedasticidad,

que es un requisito para pruebas paramétricas, se realizaron las pruebas no paramétricas de
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Kruskal Wallis y U Mann-Whitney para comprobar diferencias significativas entre dosis de

aceite para cada tratamiento.

En todas las cepas analizadas, los aceites esenciales de abeto, cedro y pino mostraron
un patrén similar de inhibicion del crecimiento fingico. Las concentraciones de 300 ppm y
3000 ppm produjeron una reduccién significativa del crecimiento micelial durante las dos
primeras semanas del experimento, como se observa en las graficas de evolucion de crecimiento
(Figuras 5.1,5.3,5.5,5.7,5.9,5.11,5.13, 5.15, 5.17, 5.19, 5.21, y 5.23). Esto se confirma en la
comparacion por pares con los andlisis estadisticos de U-Mann Whitney (Figuras 5.2, 5.4, 5.6,
5.8,5.10,5.12,5.14, 5.16, 5.18, 5.20 5.22, y 5.24).

La alta eficacia de los aceites esenciales en las primeras semanas se ve respaldada por
otras investigaciones, como es el caso de Ben-Jabeur et al. (2015), donde la reduccion de la
severidad de fusariosis vascular fue especialmente notable a los 7 dias postratamiento con aceite
esencial de tomillo, con un descenso hasta el 30,76% respecto al control. Sin embargo, este
efecto antifingico puede disminuir progresivamente para aceites como los de abeto, cedro y
pino, donde el caso de estudio de Mirasierra Velardo (2021), se evidencia una pérdida de
efectividad partir de la tercera semana, perdiéndose por completo en la cuarta semana,

apoyando lo ocurrido en el presente estudio.

Estudios como el de Barrera Necha y Garcia Barrera (2008) respaldan el uso de
concentraciones mayores de aceites esenciales en tratamientos antifungicos para lograr mayor
efectividad, donde las concentraciones de 300 pg/ml muestran efecto inhibitorio total de
Fusarium sp. al emplear Thymus vulgaris e inducen efecto dosis dependiente sobre el
crecimiento miceliar al emplear Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum y Teloxys

ambrosioides.

Esta transitoriedad del efecto antifiungico de los aceites esenciales puede deberse a la
volatilidad y degradacion de sus compuestos activos. Para prolongar el efecto antifingico de
los aceites se pueden emplear sustancias encapsulantes como polimeros biodegradables

(Nazzaro, F., 2017) y combinaciones con otras sustancias organicas (Ngoya, Z. J., 2024).

Los tratamientos a baja concentracion (30 ppm) y los controles no mostraron diferencias

relevantes en ninguna de las cepas.
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Estos resultados sugieren que el efecto antifiingico de los aceites esenciales es dosis-
dependiente y transitorio, probablemente debido a la degradacion de los compuestos activos o
a la adaptacion del hongo, en linea con lo reportado en la literatura. Las graficas y tablas
incluidas ilustran estos patrones de manera detallada para cada combinacion de cepa y

tratamiento.

5.1.1. FOP-SP1

Para FOP-SP1 se muestran diferencias significativas para todos los tratamientos durante
las tres primeras semanas (Tabla 5.2).
TABLA 5.2. Resultados de los analisis no paramétricos (Kruskal-Wallis) de los tratamientos aplicados (aceites

esenciales de abeto, cedro y pino en dosis de 30 ppm, 300 ppm, 3000 ppm y control) en cepa FOP-SP1 (H = estadistico de
prueba, N = tamafio muestral, p<0,05 = diferencias significativas).

SEMANA 1
FOP-SP1 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =27,68799 p =0,0011
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,20234 p =0,0169
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,494737 p =0,0234
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =8,625148 p =0,0347
SEMANA 2
FOP-SP1 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =27,37084 p =0,0012
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,18194 p =0,0171
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,64940 p =0,0138
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,838671 p =0,0200
SEMANA 3
FOP-SP1 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =20,34525 p =0,0159
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =2,212121 p =0,5296
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,469565 p =0,0237
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =8,194203 p =0,0422
SEMANA 4
FOP-SP1 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =7,523810 p =0,5828
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5.1.1.1. FOP-SP1 vs. abeto
La evolucién del crecimiento del micelio en la placa se ve retrasado las dos primeras
semanas principalmente para los tratamientos de 300 ppm y 3000 ppm al compararse con los

tratamientos control y el de 30 ppm.(Figura 5.1).

FOP-SP1 ABETO

6000

5000

4000

3000

2000

Superficie (mm?3)

1000

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

e A30 e A300 e A3000 —T0

FIGURA 5.1. Evolucion semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP1 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (A30= 30 ppm, A300=300 ppm, A3000=3000ppm
y TO=O0ppm, tratamiento control) con aceite esencial de abeto.

En la Figura 5.2 se evidencian diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos A300 y A3000 durante la primera semana del experimento, mientras que en la
segunda semana ambos tratamientos mostraron diferencias significativas respecto al grupo
control y demads tratamientos evaluados. A partir de la tercera semana, ningln tratamiento se
diferencio entre si. No se observan diferencias notables entre A300 y A3000 mantenidas en el
tiempo como se muestra en los resultados obtenidos en otros estudios contra patdégenos de la
madera de vid, donde dosis de 30 ppm tiene efecto en Phaemoniella a los 30 dias aunque para
Neofussicoccum requiere dosis de 3000 ppm para verse inhibicion a los 30 y 60 dias (Mirasierra
Velardo, 2021),

Se aprecia la diferenciacion de tratamientos durante la primera semana, donde se espera
que ataquen mas agresivamente al hongo (Ben-Jabeur, 2015) y como cabe de esperar por lo
expuesto en trabajos anteriores, la dosis de aplicacion induce una respuesta proporcional en el

crecimiento del hongo (Barrera Necha & Garcia Barrera, 2008).
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FIGURA 5.2. Crecimiento de FOP-SP1 con abeto (A) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (A30=30ppm, A300=300ppm, A3000=3000 ppm y T0=0 ppm). Las barras
que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05)
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5.1.1.2. FOP-SP1 vs. cedro
Durante las dos primeras semanas se observa un retraso en el desarrollo del micelio al

comparar los tratamientos de 300 ppm y 3000 ppm respecto al control y de 30 ppm (Figura
5.3).
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FIGURA 5.3. Evolucién semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP1 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (C30= 30 ppm, C300=300 ppm, C3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de cedro.

Respaldando lo dicho anteriormente, en los andlisis detallados se muestran diferencias
significativas entre los tratamientos de 300 ppm y 3000 ppm entre si y con el resto durante las
dos primeras semanas. Ademads, durante la semana 3, solo el tratamiento C3000 mantiene
diferencias significativas con el resto (Figura 5.4), lo que respalda el efecto antiftingico del
aceite en base a una dosis dependiente del mismo (Barrera Necha & Garcia Barrera, 2008).
Ademas, estudios como el de Mirasierra Velardo (2021), que emplea estos mismos aceites,
muestra similitudes entre los tratamientos de cedro a 300 ppm y 3000 ppm a los 30 dias de
tratamiento y a los 60 dias, el tratamiento de 3000 ppm se diferencia del resto, incluido el de

300 ppm.

En otros casos se observa una mayor efectividad de los tratamientos durante la primera

semana (Ben-Jabeur, 2015) aunque en este ensayo se mantiene hasta la segunda semana.
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FIGURA 5.4. Crecimiento de FOP-SP1 con cedro (C) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (C30=30ppm, C300=300ppm, C3000=3000 ppm y TO=0 ppm). Las barras

que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).
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5.1.1.3. FOP-SP1 vs. pino
Igual que en el resto de los tratamientos con aceites esenciales para FOP-FP1, el micelio

muestra dificultad para crecer durante las dos primeras semanas (Figura 5.5).
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FIGURA 5.5. . Evolucion semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP1 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (P30= 30 ppm, P300=300 ppm, P3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de pino.

De hecho, en la Figura 5.6 se observan diferencias significativas al aplicar los
tratamientos P300 y P3000 frente al resto de tratamientos durante las dos primeras semanas. No
obstante, en la semana 3, el tratamiento P300 se diferencia del resto y el P3000 pierde
efectividad, pero no completamente, aunque en la ultima semana se pierde por completo el

efecto de todos los tratamientos.

Estudios como el previamente mencionado de Mirasierra Velardo (2021) muestran
resultados con ciertas semejanzas donde las dosis de aceite esencial de pino a 300 ppm y 3000
ppm sobre Neofusicoccum parvum BV-56 no muestran diferencias significativas entre si al

ejercer un efecto inhibitorio del crecimiento del micelio.

Las dosis de aplicacion inducen respuestas diferentes sobre el crecimiento del micelio
(Barrera Necha & Garcia Barrera, 2008), sobre todo durante la primera semana (Ben-Jabeur,

2015).
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FIGURA 5.6. Crecimiento de FOP-SP1 con pino (P) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (P30=30ppm, P300=300ppm, P3000=3000 ppm y T0O=0 ppm). Las barras

que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).
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5.1.2. FOP-SP2

Para FOP-SP2 se muestran diferencias significativas entre todos los tratamientos
durante las tres primeras semanas (Tabla 5.3).
TABLA 5.3. Resultados de los analisis no paramétricos (Kruskal-Wallis) de los tratamientos aplicados (aceites

esenciales de abeto, cedro y pino en dosis de 30 ppm, 300 ppm, 3000 ppm y control) en cepa FOP-SP2 (H = estadistico de
prueba, N = tamafio muestral, p<0,05 = diferencias significativas).

SEMANA 1
FOP-SP2 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =26,60487 p =0,0016
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,666667 p =0,0216
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,38462 p =0,0156
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,666667 p =0,0216
SEMANA 2
FOP-SP2 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =26,43111 p =0,0017
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,18194 p =0,0171
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,03200 p =0,0183
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,64940 p =0,0138
SEMANA 3
FOP-SP2 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =18,33397 p =0,0315
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =6,545455 p =0,0879
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N= 12) =5,545605 p =0,1359
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,311881 p =0,0254
SEMANA 4
FOP-SP2 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =11,86476 p =0,2210
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5.1.2.1. FOP-SP2 vs abeto
Durante las dos primeras semanas de tratamiento se observa un cambio en el crecimiento
del micelio al emplear los tratamientos de 300 ppm y 3000 ppm. Por otro lado, los tratamientos

control y de 30 ppm parecen actuar de la misma manera (Figura 5.7).
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FIGURA 5.7. Evolucion semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP2 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (A30= 30 ppm, A300=300 ppm, A3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de abeto.

En el analisis de comparacion por pares se observaron diferencias significativas durante
la primera semana entre los tratamientos A300 y A3000, tanto cuando se compararon entre ellos
como frente al resto de aceites evaluados. Durante la segunda semana, ambos tratamientos
mantuvieron diferencias significativas tnicamente respecto a los demas aceites, mostrando
comportamientos estadisticamente similares entre si. A partir de la semana 3 no se diferencia
ningun tratamiento, ya que se pierde el efecto antifingico del mismo (Mirasierra Velardo, 2021)
(Figura 5.8).

Estos resultados apoyan la suposicion del efecto antifungico ligado a la dosis de aceite
proporcionado (Barrera Necha & Garcia Barrera, 2008). De hecho , al tratar Neofusicoccum
parvum (BV-56) in vitro con abeto en otros estudios (Mirasierra Velardo, 2021), durante la
primera semana se observan diferencias entre concentraciones del aceite a dosis de 300 ppm y
3000 ppm respectivamente. En este caso se observa claramente que durante los primeros 7 dias
es donde mas diferenciacion de tratamientos tenemos en funcion de la dosis de aceite esencial

aplicado (Ben-Jabeur, 2015).
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FIGURA 5.8. Crecimiento de FOP-SP2 con abeto (A) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (A30=30ppm, A300=300ppm, A3000=3000 ppm y TO=0 ppm). Las barras
que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).
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5.1.2.2. FOP-SP2 vs cedro
Durante las dos primeras semanas de tratamiento, las dosis de aceite de 300 ppm y 3000

ppm son las que muestran mayores efectos sobre el crecimiento del micelio (Figura 5.9).
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FIGURA 5.9. Evolucion semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP2 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (C30= 30 ppm, C300=300 ppm, C3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de abeto

En la comparacion por pares se observan diferencias significativas entre siy con el resto
de las concentraciones al emplear C300 y C3000. Durante la semana 2, estos tratamientos son
similares entre si y diferentes al resto. A partir de la semana 3 no se observa ninguna

diferenciacion significativa entre tratamientos (Figura 5.10).

A diferencia del FOP-SP1 vs cedro, no se observa una diferenciacion del C3000 en la
semana 3, pero se observa la diferencia significativa de efectividad de los tratamientos en
funcion de la dosis aplicada en los primeros 7 dias (Ben-Jabeur, 2015), y ademas la mayor
inhibicién del crecimiento del hongo durante este periodo se da con las dosis mas altas (Barrera
Necha & Garcia Barrera, 2008).

En otros estudios el tratamiento equivalente a C30 se diferencia del resto de tratamientos
durante mas de 30 dias, a diferencia del nuestro, donde se pierde efectividad antes de la semana
4 (Mirasierra Velardo, 2021). A pesar de ser una cepa virulenta (Alves-Santos, 2002), muestra

sensibilidad a tratamientos con dosis mas bajas que FOP-SP1.
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FIGURA 5.10. Crecimiento de FOP-SP2 con cedro (C) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado
con diferentes dosis de aceites esenciales (C30=30ppm, C300=300ppm, C3000=3000 ppm y TO=0 ppm).

Las barras que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de
Mann-Whitney p>0,05).
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5.1.2.3. FOP-SP2 vs pino
Las dos primeras semanas el micelio se ve afectado en su desarrollo por los tratamientos
de dosis 300 ppm y 3000 ppm, mientras que el control y el de dosis 30 ppm no muestran

diferencias entre si (Figura 5.11).
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FIGURA 5.11. Evolucién semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP2 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (P30= 30 ppm, P300=300 ppm, P3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de abeto.

Durante las primeras dos semanas de tratamiento se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos P300 y P3000 (Figura 5.12), mientras que en la tercera
semana Unicamente el tratamiento P3000 mostro diferenciacion respecto a los demds,
perdiéndose por completo el efecto antifungico en la semana 4, aunque esto no sucede en el
trabajo de Mirasierra Velardo (2021) donde la dosis de 300 ppm es efectiva dos meses después
de la siembra de las placas. En otros trabajos, sin embargo, se demuestra un efecto variable de
la actividad antifiingica en funcion de la dosis aplicada (Barrera Necha & Garcia Barrera. 2008),

y sobre todo durante la primera semana de tratamiento (Ben- Jabeur, 2015).
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FIGURA 5.12. Crecimiento de FOP-SP2 con pino (P) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (P30=30ppm, P300=300ppm, P3000=3000 ppm y T0=0 ppm). Las barras
que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).
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5.1.3. FOP-SP4

En la siguiente tabla (Tabla 5.4) se muestran diferencias significativas entre tratamientos
durante las dos primeras semanas para el primero de los patdgenos poco virulentos.
TABLA 5.4. Resultados de los analisis no paramétricos (Kruskal-Wallis) de los tratamientos aplicados (aceites

esenciales de abeto, cedro y pino en dosis de 30 ppm, 300 ppm, 3000 ppm y control) en cepa FOP-SP4 (H = estadistico de
prueba, N = tamafio muestral, p<0,05 = diferencias significativas).

SEMANA 1
FOP SP4 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =26,86502 p =0,0015
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,461538 p =0,0237
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =8,512367 p =0,0365
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,20234 p =0,0169
SEMANA 2
FOP SP4 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =25,94285 p =0,0021
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,17293 p =0,0172
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,597610 p =0,0223
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,597610 p =0,0223
SEMANA 3
FOP SP4 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =12,21235 p =0,2016
SEMANA 4
FOP SP4 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =8,287356 p =0,5055
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5.1.3.1. FOP-SP4 vs abeto
Los tratamientos con aceite esencial de abeto contra FOP-SP4 presentan resultados
favorables para los tratamientos con dosis 300 ppm y 3000 ppm durante las dos primeras

semanas, aunque su eficacia disminuye posteriormente (Figura 5.13).
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FIGURA 5.13. Evolucion semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP4 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (A30= 30 ppm, A300=300 ppm, A3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de abeto.

Los tratamientos A300 y A3000 muestran diferencias estadisticamente significativas
entre si y con el resto durante las dos primeras semanas, siendo el A3000 el que inhibe en mayor
proporcion el crecimiento del hongo patdgeno, lo que respalda la idea de que la efectividad va
ligada a la dosis de aceite esencial aplicado (Barrera Necha & Garcia Barrera, 2008). A partir

de la semana 3 se pierde efectividad en todos los tratamientos (Figura 5.14).

Los primeros 7 dias se muestra mayor inhibicion del crecimiento del micelio segln lo
expuesto en otras investigaciones (Ben-Jabeur). De hecho, estudios como el de Mirasierra
Velardo (2021), muestran un comportamiento similar del aceite a dosis de 300 ppm y 3000 ppm
frente a Neofusicoccum parvum BV-56 aunque el efecto es mas duradero que en este caso de

ensayo.
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FIGURA 5.14. Crecimiento de FOP-SP4 con abeto (A) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (A30=30ppm, A300=300ppm, A3000=3000 ppm y TO=0 ppm). Las barras
que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).
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5.1.3.2. FOP-SP4 vs cedro
Durante las dos primeras semanas de tratamiento las dosis de 300 ppm y 3000 ppm
parecen tener mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento del hongo (Figura 5.15) que

aparentemente disminuye en la tercera y casi desaparece en la cuarta.
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FIGURA 5.15. Evolucién semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP4 de Fusarium

oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (C30= 30 ppm, C300=300 ppm, C3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de cedro.

En la comparacion por pares con el test U de Mann Whitney (Figura 5.16), los
tratamientos efectivos en la inhibicion del crecimiento del hongo son C300 y C3000 y se
comportan por igual durante las dos primeras semanas. No hay diferencias estadisticas entre
ellos, pero si con el control y la dosis mas baja durante las dos primeras semanas y después

desaparece. El tratamiento control y C30 no muestran diferencias entre si.

Estudios como el de Mirasierra Velardo (2021), tampoco muestran diferencias
significativas entre dichos tratamientos con aceite esencial de cedro al exponerlos frente a
Phaemoniella chlamydospora PCH-33 y Neofusicoccum parvum BV-56 respectivamente. A
partir de entonces se reduce el efecto antifingico del aceite como ocurre en investigaciones
previas (Mirasierra Velardo, 2021) aunque hay que sefialar que Phaemoniella presenta un

crecimiento mas lento que Fusarium.
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FIGURA 5.16. Crecimiento de FOP-SP4 con cedro (C) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (C30=30ppm, C300=300ppm, C3000=3000 ppm y T0=0 ppm). Las barras
que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney
p>0,05).
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5.1.3.3. FOP-SP4 vs. pino
Durante las dos primeras semanas se aprecia un cambio significativo en el crecimiento
del hongo al realizar los tratamientos con dosis 300 ppm y 3000 ppm. No se observan
diferencias grandes entre el tratamiento control y el de dosis 30 ppm (Figura 5.17). A partir de

la tercera semana todos los tratamientos discurren con valores casi idénticos.
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FIGURA 5.17. Evolucion semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP4 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (P30= 30 ppm, P300=300 ppm, P3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de pino.

Un aspecto a destacar de este tratamiento fue que, durante la primera semana, el
tratamiento P30 si mostrd diferencias significativas respecto al control. Como en casos
anteriores, los tratamientos P300 y P3000 son estadisticamente similares entre si y muestran
diferencias significativas con el resto hasta la semana 3, y a partir de entonces, pierden efecto

antifungico (Figura 5.18).

En trabajos como el de Mirasierra Velardo (2021) tampoco se observan diferencias
significativas entre los tratamientos con aceite esencial de pino de 300 ppm y 3000 ppm
respectivamente al aplicarlos frente a Neofusicoccum parvum BV-56 y Phaemoniella
chlamydospora PCH-33 aunque si tienen efecto antifingico in vitro. El patdogeno usado FOP-
SP4 se trata de una cepa menos agresiva que FOP-SP1 y FOP-SP2 (Alves-Santos et al., 2002),

por lo que quizé este sea el motivo por el que el aceite de pino a dosis bajas le haga efecto.
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FIGURA 5.18. Crecimiento de FOP-SP4 con pino (P) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (P30=30ppm, P300=300ppm, P3000=3000 ppm y T0=0 ppm). Las barras que
comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney p>0,05).
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Los resultados revelan fluctuaciones significativas en la eficacia de los tratamientos
durante el transcurso del estudio. El aceite esencial mostré su maximo potencial inhibitorio

durante las etapas iniciales del ensayo, sin embargo, hacia el final del periodo experimental se

5.1.4. FOP-SP5

observo una ausencia total de propiedades antifiingicas (Tabla 5.5).

TABLA 5.5. . Resultados de los analisis no paramétricos (Kruskal-Wallis) de los tratamientos aplicados (aceites
esenciales de abeto, cedro y pino en dosis de 30 ppm, 300 ppm, 3000 ppm y control) en cepa FOP-SP5 (H = estadistico de

prueba, N = tamafio muestral, p<0,05 = diferencias significativas).

SEMANA 1
FOP-SP5 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =27,60705 p =0,0011
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,38462 p =0,0156
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,38462 p =0,0156
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,842105 p =0,0200
SEMANA 2
FOP-SP5 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =27,75061 p =0,0011
Abeto Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,597610 p =0,0223
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,64940 p =0,0138
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =9,831341 p =0,0201
SEMANA 3
FOP-SP5 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =19,96855 p =0,0181
Abeto Kruskal-Wallis test: H ( 3, N=12) =5,300330 p =0,1511
Cedro Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =10,73494 p =0,0132
Pino Kruskal-Wallis test: H (3, N=12) =3,000000 p =0,3916
SEMANA 4
FOP-SP5 Kruskal-Wallis test: H (9, N=30) =12,60361 p =0,1814
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5.1.4.1. FOP-SPS vs. abeto
Durante las dos primeras semanas de tratamiento se diferencian del resto aquellos con

dosis de 300 ppm y 3000 ppm que discurren practicamente en paralelo (Figura 5.19).
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FIGURA 5.19. Evolucién semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP5 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (A30= 30 ppm, A300=300 ppm, A3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de abeto.

Durante la primera semana los tratamientos que muestran resultados favorables son
A30, A300 y A3000, observandose diferencias significativas entre si. En la semana 2 los
tratamientos A300 y A3000 tienen el mismo efecto y se diferencian del resto. Finalmente, todos
los tratamientos pierden su efecto inhibitorio de crecimiento del hongo a partir de la semana 3
(Figura 5.20).

Como en los casos previos y comparando con otros trabajos, se observa claramente lo
expuesto por Ben-Jabeur, (2015) al tener diferenciacion de tratamientos mas marcada durante
los siete primeros dias. Se observa, ademas el efecto transitorio del aceite (Mirasierra Velardo,
2021) a medida que pasa el tiempo y el efecto dosis dependiente del mismo sobre el crecimiento

del micelio (Barrena Necha & Garcia Barrera, 2008).

Como se menciona anteriormente para FOP-SP4, al tratarse de una cepa de Fusarium
f.sp. oxysporum poco virulenta, tratamientos de bajas dosis (A30) podrian tener efecto
inhibitorio de crecimiento sobre el micelio, efecto no observado en otras cepas contempladas

en el presente estudio (Alves-Santos, 2002). La diferenciacion de esta dosis de aceite esencial
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de abeto con los otros tratamientos se observa también frente a Phaemoniella chlamydospora

PCH-33 (Mirasierra Velardo, 2021) donde se necesitan dosis mas altas que con los otros aceites

para alcanzar el efecto inhibitorio.
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FIGURA 5.20. Crecimiento de FOP-SP5 con abeto (A) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado

con diferentes dosis de aceites esenciales (A30=30ppm, A300=300ppm, A3000=3000 ppm y TO=0 ppm). 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. FOP-SPS vs. cedro
Durante las primeras semanas se observa una diferencia entre los tratamientos aplicados
a dosis de 300 ppm y 3000 ppm respecto al resto (Figura 5.21). No parece haber diferencias

significativas entre el tratamiento control y el de dosis 30 ppm .
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FIGURA 5.21. Evolucion semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP5 de Fusarium
oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (C30= 30 ppm, C300=300 ppm, C3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de cedro.

Aunque en la evolucion semanal (Figura 5.21) aparentemente la dosis de 3000 mantiene
crecimiento menor hasta el final no hay diferencia estadisticas que lo respalden (Figura 5.22).
Durante la primera semana de tratamiento se observan diferencias significativas entre los tres
tratamientos con aceite, siendo en orden descendente de efectividad el C3000, C300 y C30
respectivamente. En la semana 2, solo tienen un efecto sobre el crecimiento del hongo el C300
y C3000, observando diferencias entré si y siendo mas efectivo el C3000, para finalmente

perder toda la actividad antifingica en las siguientes semanas (Figura 5.22).

Se obtienen resultados similares a otros estudios en los que la efectividad de los aceites
los primeros dias es muy marcada (Ben-Jabeur, 2015) y dependiente de la dosis aplicada
(Barrera Necha & Garcia Barrera, 2008), aunque el efecto sobre patogenos de la madera es

eficiente a 300 ppm (Mirasierra Velardo, 2021).

Como en el caso anterior, tratamientos de bajas dosis (C30) tienen efecto inhibitorio de

crecimiento sobre el micelio que no hemos observado en cepas virulentas . Phaemoniella
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chlamydospora PCH-33 frente a cedro muestra comportamiento similar con 30 ppm a los 30
dias frente al control, pero es necesaria la dosis de 300 ppm a los 60 dias para mantener el efecto

(Mirasierra Velardo, 2021).
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FIGURA 5.22. Crecimiento de FOP-SP5 con cedro (C) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado
con diferentes dosis de aceites esenciales (C30=30ppm, C300=300ppm, C3000=3000 ppm y TO=0 ppm). Las
barras que comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-
Whitney p>0,05).
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5.1.4.3. FOP-SPS vs. pino
Durante las primeras semanas de tratamiento se observa una diferencia significativa
entre los tratamientos con dosis de 300 ppm y 3000 ppm frente al resto. Por otro lado, no se

observan cambios significativos entre el tratamiento control y el de dosis 20 ppm (Figura 5.23).
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FIGURA 5.23. Evolucion semanal de la proliferacion de la cepa FOP-SP5 de Fusarium

oxysporum frente a diferentes dosis de tratamiento (P30= 30 ppm, P300=300 ppm, P3000=3000ppm
y TO=0ppm) con aceite esencial de pino.

Durante la primera semana se observan diferencias significativas entre P30, P300 y
P3000, siendo mas efectivo el P3000. Durante la segunda semana estos tratamientos son
efectivos contra el crecimiento del hongo, pero no se observan diferencias entre si. Finalmente

pierden el efecto antifungico a lo largo del tiempo (Figura 5.24).

Los resultados obtenidos muestran que la efectividad de los aceites esenciales es
especialmente alta durante los primeros dias de aplicacion (Ben-Jabeur, 2015) y depende de la

dosis utilizada (Barrera Necha & Garcia Barrera, 2008), coincidiendo con estudios previos.

Ademas, el efecto inhibitorio sobre el crecimiento del hongo es transitorio y mas
evidente en cepas poco virulentas de Fusarium oxysporum como FOP-SP5 (Alves-Santos et al.,
2002), donde incluso dosis bajas (P30) logran frenar el desarrollo micelial, algo que no suele
observarse en cepas mas agresivas. En trabajos como el de Mirasierra Velardo (2021)
Phaemoniella chlamydospora PCH-33 muestra un comportamiento similar a los 60 dias,

diferenciandose el tratamiento C30 del control.
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FIGURA 5.24. Crecimiento de FOP-SP5 con pino (P) a lo largo de cuatro semanas siendo tratado con
diferentes dosis de aceites esenciales (P30=30ppm, P300=300ppm, P3000=3000 ppm y T0=0 ppm). Las barras que
comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney p>0,05).
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Los resultados obtenidos con todos los patégenos FOP probados frente a estos tres
aceites esenciales (abeto, cedro y pino) han sido muy diferentes a lo esperado ya que no tenian

efecto a las cuatro semanas de crecimiento en medio artificial.

En otros trabajos como el que hemos mencionado varias veces de Mirasierra Velardo
(2021) estos mismos aceites tuvieron un efecto duradero (hasta 60 dias) frente a los patdgenos
de madera de la vid incluso en dosis bajas. El trabajo simultaneo que se ha realizado con canela
y con uno de estos patogenos (FOP-SP1) también mostraba efectos inhibitorios a la cuarta

semana de crecimiento en placa (Alves Santos, comunicacion personal).

En el laboratorio se han realizado diferentes trabajos previos in vitro donde casi siempre

se habia encontrado un efecto inhibitorio estadisticamente significativo a las cuatro semanas.

En los trabajos donde se han incluido otras cepas no patogénicas de Fusarium oxyporum
que se han aislado de los mismos cultivos que los patdogenos (Alves-Santos, 1999), se han visto
efectos inhibitorios de aceite esencial de canela a 30 ppm y 300 ppm (Sanchez et al., 2016), de
clavo a 30 ppm (Villaolmillos et al., 2018), de citronela y sdndalo a 1500 ppm (Arribas, 2018)
y de los mismos a 600 ppm y 1200 ppm respectivamente (Novoa et al., 2018) y solamente fallo

en el efecto inhibitorio (en dosis de 3000 ppm) el aceite esencial de melisa (Arribas, 2018).

El efecto sobre los patogenos ensayados ha sido temporal, despareciendo incluso en la
tercera semana, por ello, los ensayos in vivo se han realizado afiadiendo semanalmente el aceite
esencial en vista del efecto poco perdurable e incluyendo el aceite esencial de canela que si

habia funcionado bien.

5.2. Analisis de inhibicion de crecimiento de los hongos in vivo

Por lo general las dosis mayores (300 ppm y 3000 ppm) en el ensayo in vitro muestran
una mayor inhibicién del crecimiento y persistencia de la efectividad, evidenciando una
relacion dosis-respuesta donde concentraciones mas altas prolongan el efecto inhibitorio. Esto
sugiere la necesidad de replicacion periddica mantener la actividad antifingica. Es por ello que

se aplican riegos semanales con el tratamiento antifingico durante el ensayo in vivo.

El aceite esencial de canela muestra resultados prometedores en un ensayo paralelo
(Alves Santos, comunicacion personal), por lo que se decide incluirlo en este ensayo in vivo.

Ademas, en estudios previos como el de Mirasierra Velardo (2021) muestra efecto inhibitorio
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de crecimiento de hongos patogenos de la vid a dosis de 3000 ppm, lo que ofrece unas

expectativas prometedoras al emplear este aceite esencial contra Fusarium f.sp. oxysporum.

En el andlisis estadistico para valorar el efecto de los aceites contra el patdgeno se

observan diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 5.6).

TABLA 5.6. Resultados de los analisis no paramétricos (Kruskal-Wallis) de los tratamientos aplicados (aceites
esenciales de abeto, cedro, pino y canela en dosis de 3000-300 ppm y control) en cada cepa FOP-SP1 y FOP-SP5
respectivamente y ensayo sin patégeno (vacio) a los 30 dias (H = estadistico de prueba, N = tamafio muestral, p<0,05 =
diferencias significativas).

SEMANA 4
VACIO (sin patogeno) Kruskal-Wallis test: H (4, N=50) =21,40812 p =0,0003
FOP-SP1 Kruskal-Wallis test: H (4, N=50) =12,46094 p =0,0142
FOP-SP5 Kruskal-Wallis test: H (4, N=50) =15,87800 p =0,0032

Debido a los resultados obtenidos con Kruskal-Wallis (Tabla 5.6), para valorar
individualmente los efectos de cada aceite se realiza el analisis de U-Mann Whitney (Figura

5.25) donde, segun los resultados obtenidos, se deduce un efecto fitotoxico del aceite esencial.

Las plantas tratadas con aceite esencial e inoculadas con Fusarium oxysporum presentan
valores de dafios similares o superiores al control (FOP-SP5 y FOP-SP1, respectivamente), lo
que respalda esta suposicion. Esto se ve confirmado cuando realizamos un experimento control
(sin patogeno) donde todas las plantas con aceite esencial presentan dafios significativamente

superiores al control (sin aceite y sin patdégeno).

Seglin se observa en la Figura 5.25 los aceites de abeto, canela y pino parecen resultar
menos dafiinos para la planta que el de cedro, observandose diferencias significativas en la
valoracion de los dafios en la planta. Los aceites esenciales de abeto, cedro, pino y canela
contienen compuestos naturales con reconocida actividad fitotoxica y, de hecho, el aceite
esencial de cedro puede suprimir la germinacién y el desarrollo de diversas especies, incluidos
cultivos como Nicotiana tabacum (planta de tabaco), especialmente cuando se aplica por riego

o pulverizacion a determinadas dosis (Cuadrado San Miguel, S., 2022).
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FIGURA 5.25. Crecimiento de FOP-SP5 y FOP-SP1 con diferentes
aceites esenciales (abeto, canela, cedro y pino) mediante riego a una dosis de 300
ppm y con una muestra control. Las barras que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas (U de Mann-Whitney

p>0,05).
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Una posible explicacion para la fitotoxicidad observada con los aceites esenciales podria

estar relacionada con el método de aplicacion empleado y con las dosis usadas. Por ejemplo,

investigaciones previas como la de Ben-Jabeur et al. (2015) demostraron eficacia en el control

de fusariosis vascular del tomate cuando se aplica el aceite esencial de tomillo directamente en

la raiz en cultivo hidropénico. En este caso, la dosis usada in vivo es la décima parte (1470 ppm)

de la que determinaron eficiente in vitro (14.700 ppm) ya que esta concentracion mostro efecto
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fitotoxico. En otros trabajos, se han observado que el tratamiento de semillas de espinaca no se
veia afectado con concentraciones de 3300 ppm de aceite esencial de tomillo y de 6600 ppm de
aceite esencial de orégano que son las dosis que se aplicaron en semillas o en suelo y que se
mostraron mas o menos eficientes en la reduccion de dafios de algunas especies de Fusarium

(Mirmajlessi et al., 2024).

Por otro lado, aplicaciones tipo “cubierta” sobre la semilla han mostrado que es posible
mantener la germinacion y, al mismo tiempo, inhibir la actividad fungica, como lo reporta
Ngoya et al. (2024) en un trabajo de fusariosis de judia. Para ello, usan una pasta de extractos
de diversas plantas locales para recubrir las semillas (50% de extracto de planta seca) o aplicar
foliarmente (10%) frente a una cepa de Fusarium oxysporum aislada de planta de judia, si bien
esta no estd claramente identificada como la forma especial phaseoli. En este caso, hay que
decir que el preparado a partir de plantas es, evidentemente, menos toxico que los aceites
esenciales en los que los compuestos activos estdn muy concentrados. La comparacion con los
resultados obtenidos en este trabajo es dificil ya que el producto es diferente, el método de
aplicacion también, el patdogeno no es claramente FOP (en su identificacion molecular coincide
con una cepa obtenida de tabaco) y el protocolo y escala usados no son los estdndares para la
fusariosis vascular de la judia (Pastor-Corrales y Abawi, 1987). A pesar de ello, podria ser
interesante la idea de usar extractos vegetales en vez de aceites esenciales por su obtencion mas

facil y econdmica.

Los mismos patogenos FOP-SP1 y FOP-SPS, replicados de las mismas placas originales
que el presente ensayo, fueron utilizados en las practicas de la asignatura de Fitopatologia varias
semanas después con resultados algo mas altos: 6,8 = 1,1 para FOP-SP1 y 5,5+2,2 para FOP-
SP5 (Alves-Santos, F.M. comunicacion personal). Estos datos han de tomarse con mucha
cautela ya que los ensayos y las mediciones son realizadas por varias decenas de personas, lo
que implica gran variabilidad. Hay que sefialar que tampoco alcanzan los valores de los ensayos
que se realizaron afios atrds (Alves-Santos et al., 2002) y que resultaron entre 8,4 y 8,8 para
FOP-SP1 y entre 5,6 y 7,3 para FOP-SP1 con distintas variedades de judia comun. Puede que
el largo periodo de conservacion (mas de 30 afios guardados en glicerol al 25% a -80°C) haya

mermado ciertas capacidades patogénicas.

A pesar de los reducidos dafios, a partir de las plantas que fueron mas afectadas por los

patdgenos se pudieron aislar los mismos, cumpliendo con los postulados de Koch.
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El anélisis correcto es el realizado de forma sincronica donde todas las plantas y
patogenos tienen las mismas condiciones y donde se manifiesta claramente un efecto fitotdxico
de los aceites en relacion con el control sin patdogeno. Por otro lado, si comparamos en los
ensayos con patogeno, con los datos recopilados en este trabajo se observa también un dafio
incrementado por los aceites y, aunque se usasen los otros datos de este afio no se apreciaria

efecto beneficioso en el control del hongo.

Finalmente, a la vista de los resultados obtenidos en el presente estudio, seria
conveniente, una vez obtenidos los datos in vitro, evaluar dosis mas reducidas que no den
efectos fitotoxicos, aunque también habria que confirmar la viabilidad de los patdégenos que en
nuestros ensayos de patogenicidad tuvieron un comportamiento muy poco agresivo. Por otro
lado, viendo el efecto fitotoxico puede ser interesante continuar en la linea de su uso como

herbicidas (Cuadrado San Miguel, S. ,2022, Poveda et al.,2025).
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1. Los aceites esenciales de abeto, cedro y pino demostraron una capacidad
antifingica significativa frente a Fusarium oxysporum en ensayos in vitro, especialmente a
concentraciones de 300 ppm y 3000 ppm para todas las cepas, con un efecto inhibidor mas
marcado durante las dos primeras semanas. Por otro lado, para cepas poco virulentas como
FOP-SP5, dosis mas bajas (30 ppm) tienen también efecto inhibitorio del crecimiento del hongo
durante la primera semana. Todo esto lleva a la conclusion de que el efecto inhibitorio del aceite
esencial sobre el crecimiento del hongo patdogeno depende de la dosis aplicada y de la virulencia
del mismo. Sin embargo, esta eficacia fue transitoria y desaparecio hacia la cuarta semana, lo
que sugiere que su accion es limitada en el tiempo, posiblemente por degradacion de los

compuestos activos o adaptacion del hongo.

2. En los ensayos in vivo, la aplicacion de estos aceites mediante riego no logro
controlar eficazmente el patdgeno y, ademas, provocé efectos fitotoxicos en las plantas de judia,
especialmente con el aceite de cedro. Esto limita su uso directo en campo, por lo que se concluye
que, aunque los aceites esenciales presentan potencial como agentes antifiungicos naturales, su
aplicacion practica requiere optimizacion de dosis, formulaciones y métodos de aplicacion para

minimizar la fitotoxicidad y prolongar su efecto.
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