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2 RESUMEN

La manzana (Malus x domestica) es un fruto de pepita de gran importancia en cuanto a superficie
productiva en Espafia, el cual también tiene relevancia en la cesta de la compra de la poblacion
espafiola. Aunque su valor nutricional es claro, su consumo ha disminuido notablemente
durante los ultimos 30 afios entre la poblacién espafiola a pesar de la gran produccién nacional.
Factores que pueden afectar al precio y la calidad del fruto provienen tanto de las etapas
precosecha como postcosecha. Entre los factores bidticos alterantes de la calidad, los hongos
son de gran importancia, ya que se manifiestan fundamentalmente durante el transporte y
almacenamiento. Para evitar pérdidas causadas por dafios de podredumbres fungicas,
comunmente se hace uso de fungicidas de sintesis quimica. Sin embargo, a causa de sus efectos
nocivos para el medio ambiente y la salud humana, estos productos quimicos estan siendo
sustituidos gradualmente. Una alternativa para ellos pueden ser los aceites esenciales (AEs) de

plantas aromaticas.

El objetivo de este Trabajo Fin de Master (TFM) fue la busqueda de AEs de plantas aromaticas
provenientes de Aragdn como alternativa a los fungicidas de origen quimico. Para alcanzar este
objetivo se desarrollé una parte de ensayos in vitro y otra in vivo, en las cuales se trabajé con
AEs de Mentha rotundifolia, Origanum virens, Salvia officinalis y Valeriana officinalis, para los
que se evalud su capacidad antifungica frente a los hongos Monilinia fructicola, Botrytis cinerea,

Alternaria alternata, Rhizopus stolonifer y Penicillium expansum.

Los métodos utilizados durante la parte in vitro consistieron en la difusidn de AEs en disco, la
dilucidn de AEs en Agar Dextrosa Patata (PDA), dilucidn de AEs Caldo de Patata Dextrosa (PBD),
medicion de la actividad volatil y generacion de esporas en Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBD). La parte in vivo consistié en la evaluacion de las infecciones provocadas

por los cinco hongos en manzana protegidas con los AEs testados.

De la parte in vitro de este TFM se concluyd que un 10% de concentracion de los AEs es excesivo,
aunque S. officinalis presentd aun asi un efecto nulo. Se concluyé también que las
concentraciones fungicidas ideales del resto de AEs se encontraba entre 0,25 y 1%. En la parte
in vivo se aplicaron los AEs a una concentracion de 0,5% y 5%. Los resultados mostraron que M.
fructicola presentaba un crecimiento andmalamente disminuido. Por otro lado, el AE de M.
rotundifolia y O. virens al 5% demostraron ser una posible alternativa a los fungicidas quimicos
contra P. expansum y contra B. cinerea respectivamente. Mientras A. alternata mostré ser
susceptible a M. rotundifolia, pero no de forma concluyente. R. stolonifer demostré ser muy

resistente a los tratamientos.
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ABSTRACT

The apple (Malus x domestica) is a pome fruit of great importance in the productive surface in
Spain, which is also relevant in the shopping basket of the Spanish population. Although its
nutritional value is recognized, its consumption in Spanish households has significantly
decreased during the last 30 years despite the large national production. Factors that might
affect the price and quality of the fruit may occur during the pre- and post-harvest periods.
Among the disturbing biotic agents, fungi are of great importance, since they become visible
during transport and storage. To avoid losses caused by fungal rot damage, chemical fungicides
are commonly used. However, because of their adverse effects to the environment and human
health, these chemicals are gradually being replaced. An alternative for them could be the use

of essential oils (EOs) from aromatic plants.

The aim of this Master Thesis was to search for EOs from aromatic plants from Aragon as an
alternative to chemical fungicides. In order to achieve this objective, different assays were
carried out during an in vitro and an in vivo part, in which EOs from Mentha rotundifolia,
Origanum virens, Salvia officinalis and Valeriana officinalis were used, evaluating their
antifungal effect against Monilinia fructicola, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Rhizopus

stolonifer and Penicillium expansum.

The methods used during the in vitro part consisted of disc diffusion of EOs, dilution of EOs in
Potato Dextrose Agar (PDA), dilution of EOs in Potato Broth Dextrose (PBD), measurement of
volatile activity and spore generation in Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC).
The in vivo part consisted of the evaluation of infection wounds caused by the five fungi on

apples protected with the tested EOs.

From the in vitro part of this Thesis, it was concluded that a 10% concentration of the EOs was
excessive, although S. officinalis still showed no effect. From these same trials, it was found that
the ideal fungicidal concentrations of the other AEs were between 0.25 and 1%. In the in vivo
part, the EOs were applied at concentrations of 0.5% and 5%, from which it was concluded that
M. fructicola showed abnormally reduced growth. The 5% EO of M. rotundifolia and O. virens
proved to be a possible alternative to chemical fungicides against P. expansum and B. cinerea,
respectively. R. stolonifer proved to be highly resistant to the treatments, while A. alternata

showed to be susceptible to M. rotundifolia, but not conclusively.
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3 INTRODUCCION

3.1 Importancia de la manzana a nivel nacional

En Espafia, segun el informe del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPAMA,
2022a) dentro de la composicion de la cesta de compra de los hogares espafioles durante el afio
2021, las frutas frescas supusieron un 14,4 % en volumen. Este consumo doméstico fue de
4.249.491,29 miles de kg, 91,8 kg per capita (MAPAMA, 2022a). El informe citado anteriormente
también muestra que las frutas de pepita tuvieron un consumo per capita en 2021 de 16,25 kg,
un 17,7% del consumo total de frutas frescas. Este informe muestra que la manzana en concreto
supuso aprox. un 10,02% del consumo total de fruta fresca y sefiala que perdié relevancia frente
al afo anterior, con un descenso del 15,7% en volumen doméstico consumido. A esto anterior,
el MAPAMA anade que este descenso de consumo se debe al incremento del precio medio en
un 3,1%, acabando en 1,59 euros/kg. Aun asi, durante el afio 2021 la manzana fue la fruta mas

consumida fuera de casa.

Los datos a cerca de fruta de pepita en Espafia durante el segundo cuatrimestre de la campafia
2021-2022 (septiembre 2021 a abril 2022) indican que el consumo doméstico de manzana en
Espafia se redujo en un 13% respecto al mismo periodo del afio anterior (MAPAMA, 2022b). Por
otro lado, este mismo informe sefiala que hubo una alta oferta a nivel nacional, la cual aumenté
conforme la anterior temporada un 18%, llegando a las 617.095 toneladas de manzanas. En el
caso concreto de la comunidad auténoma de Aragén en la temporada 21-22 produjo aprox.
80.000 toneladas de este fruto. Aragdn se sitla asi en segundo puesto de mayor productor
dentro de Espafia, por detras de la comunidad auténoma de Catalufia, la cual produjo en la

temporada 21-22 aprox. 300.000 toneladas (Portal de Aragdn, n.d.).

La manzana es no solo importante en la actividad econémica del pais, sino que también aporta
diversos nutrientes importantes para la dieta humana (MAPAMA, n.d.; Hussein, Fawole y Opara,
2019). Este fruto aporta hidratos de carbono como azucares, fructosa, glucosa y sacarosa; y
fibra, soluble e insoluble. Son también una fuente importante de flavonoides, como los
flavonoles, procianidinas y catequinas (Fernandez-Jalao, Sdnchez-Moreno y De Ancos, 2019).
Estos ultimos compuestos, han sido sefialados por su posible relacidon inversamente
proporcional con la incidencia de cancer (Woo, 2013), como el de pulmén. Ademas, las
procianidinas, las cuales estan en importantes cantidades en las manzanas, suponen un potente
antioxidante que podria modular la funcién inmunitaria (MAPAMA, n.d). Los aportes a la salud

humana de la manzana no acaban ahi. Asi, otros autores como Bondonno et al. (2017)
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relacionaban la interaccién de la fibra y flavonoides de la manzanay la microbiota intestinal, con

la prevencion de enfermedades cardiovasculares.
3.2 Pérdidas pre y postcosecha que afectan a la manzana

La manzana y otros productos del campo estdn siempre expuestos a diferentes agentes que
acaban alterando la calidad de los mismos y dafidndolos, haciendo que lleguen a ser
incomestibles en muchos casos, y contribuyendo al preocupante desperdicio de alimentos que
supone un reto para nuestra sociedad. Estas pérdidas pueden ser antes de la cosecha del fruto,

precosecha, o durante el almacenamiento o venta del mismo, postcosecha.

En el caso de los dafos precosecha, existen factores como la luz y temperatura o heridas por
magquinaria o plagas pueden acabar generando defectos cosméticos en la fruta como el russeting
(Musacchi y Serra, 2018), el cual afecta al valor final de la fruta. Alteraciones similares pueden
suceder por un mal manejo del fruto o por rozaduras de las ramas del arbol o mecdnicas (Abi
Tarabay et al., 2018), incluso lluvias intensas pueden aumentar la incidencia de grietas en las
manzanas (Tyagi et al., 2017). Las alteraciones de la calidad del fruto antes de su recolecta no
son solo fisicos, sino que también pueden ser de origen macrobidtico como dafio por aves
(Steensma et al., 2016); pueden ser causados por deficiencia en nutrientes como el calcio, que
acaba causando la alteracién conocida como bitter pit (Torres et al., 2017); o incluso pueden ser

de origen fungico (Patriarca, 2019).

Sin embargo, los agentes fungicos tienen mayor incidencia durante la postcosecha (Patriarca,
2019) y son una de las tipologias de enfermedades postcosecha que causan mayores pérdidas
econdmicas (Elshafie et al., 2015). Como indica Elshafie et al. (2015), estas infecciones acaban
reduciendo la vida util del producto e incluso generan sustancias peligrosas para la vida humana
como la patulina (Camele et al., 2012). Ejemplos importantes de estas infecciones en manzana
son las producidas por Monlinia spp. (Elshafie et al., 2015), Botrytis cinerea (Sapper et al., 2020),
Alternaria alternata (Yan et al., 2020), Rhizopus stolonifer (Xu et al., 2021) o Penicillium

expansum (Sapper et al., 2020), que se detallan a continuacion:

M. fructicola (Fig. 1. A) es un hongo que provoca junto M. laxa y M, fructigena la conocida
podredumbre marrén, que se encuentra entre las enfermedades postcosecha mas comunes e
importantes de frutas de pepita (El Khetabi et al., 2021; Zhu et al., 2016). La podredumbre puede
generarse en la manzana a través de una infeccidn latente o por una contaminacién de la
superficie del fruto, la cual si no se detiene se desarrolla durante el transporte y almacenamiento

del producto (El Khetabi et al., 2021). Esta podredumbre (Fig. 1. B) se ha observado en manzanas
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como una alteracion de forma circular, de color marrén tirando a negro o de color beige (Di

francesco et al., 2015).

Figura 1. A- Cepa de Monilinia fructicola utilizada en este estudio. B- Manzana afectada por Monilinia fructicola

(Fig. B: Inteligencia de Negocios Técnicos Agricolas, 2012).

Botrytis cinerea (Fig. 2. A), conocido como podredumbre gris (Mohammadi, Hashemi y Hosseini,
2015; Sapper et al., 2020), es otro patégeno que se encuentra entre los patégenos mas dafiinos
para un gran abanico de frutas (Rguez et al., 2020). Esta podredumbre es una enfermedad
bastante comun en las manzanas y frutos ricos en pectinas (Sapper et al., 2020). Al igual que
otros hongos, B. cinerea infecta los frutos a través de heridas, golpes o aberturas naturales, y
estas infecciones se desarrollan durante la postcosecha (Sapper et al.,, 2020), provocando

lesiones blandas, acuosas y de color ligeramente marrén (Fig. 2. B).

Figura 2. A- Cepa de Botrytis cinerea utilizada en este estudio. B- Manzana afectada por Botrytis cinerea

(Fig. B: Inteligencia de Negocios Técnicos Agricolas, 2012).

Alternaria alternata (Fig. 3. A) es un hongo que produce la podredumbre negra (Perina et al.,
2014), una enfermedad que dafia a diversos productos del campo (Moumni et al., 2021, Sajid,
2020; Perina et al., 2014) entre los que se encuentra la manzana (Reuveni et al., 2007), aunque
es poco frecuente en algunas variedades como ‘Granny Smith’ o ‘Golden Delicious’ (Elfar, Zoffoli

y Latorre, 2019). Esta podredumbre (Fig. 3. B) se caracteriza por provocar que la carne del fruto
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alrededor del léculo se seque o quede muy blanda y himeda (Ntasiou et al., 2015). No es usual
que se observen sintomas en el exterior (Reuveni et al., 2007). Ademas, el género Alternaria spp.
genera micotoxinas como el 4cido tenuazdnico, el alterfokxu, nariol éter monometalico o el

alternariol, las cuales son carcinogénicas para el ser humano (Sajid, 2020).

Figura 3. A- Cepa de Alternaria alternata utilizada en este estudio. B- Manzana afectada por Alternaria alternata

(Fig. B: Lolas, 2020).

Rhizopus stolonifer (Fig. 4. A) también es una enfermedad muy importante en el periodo de
postcosecha de las frutas de pepita (Yang y Jiang, 2015). Es un hongo muy dificil de controlar ya
que se difunde de forma muy rapida en el ambiente infectando frutos adyacentes a
temperaturas que no bajen de los 5 °C (Yang y Jiang, 2015; Alizadeh-Salteh et al., 2010). Este
hongo provoca la podredumbre blanda (El Ouadi et al., 2017) que se caracteriza por lesiones

himedas y de color marrdn que ablandan la carne del fruto (Fig. 4. B; Khokhar et al., 2019).

Figura 4. A- Cepa de Rhizopus stolonifer utilizada en este estudio. B- Manzana afectada por Rhizopus stolonifer

(Fig. B: El Ouadi et al., 2017).

Penicillium expansum (Fig. 5. A) provoca en los frutos la podredumbre azul, una de las
principales enfermedades de origen fungico que afectan a las manzanas durante la postcosecha

(El Quadi et al., 2017; Venturini, Blanco y Oria, 2002). Esta lesion aparece en la manzana como
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manchas circulares de color marrén (Fig. 5. B) con margenes definidos entre el tejido sano y
enfermo, el cual es blando y acuoso (El Ouadi et al., 2017); ademas de presentar acumulaciones
de esporas de color azul verdoso (Lucianio-Rosario, Keller y Jurick, 2020). Y como se menciond
anteriormente, este hongo produce la conocida patulina, una micotoxina peligrosa para el ser
humano (Camele et al., 2012).

Figura 5. A- Cepa flngica de Penicillium expansum utilizada en este estudio. B- Manzana afectada por Penicillium

expansum

(Fig. B: El Ouadi et al., 2017).

3.3 Métodos de conservacion postcosecha de la manzana

Para prevenir el crecimiento y proliferacién de estos hongos las manzanas se conservan a bajas
temperaturas y en atmdsferas controladas. Aun asi, como se ha mencionado anteriormente,
hongos como R. stolonifer siguen actuando bajo estas condiciones. Para evitar pérdidas de
produccién a causa de dafios producidos por los hongos se suele hacer uso de fungicidas
sintéticos principalmente (El Khetabi et al.,, 2021). Ejemplos de estos quimicos que se han
utilizado a lo largo del tiempo son el captan, benomilo e iprodiona contra M. fructicola y B.
cinerea (Tsao y Zhou, 2000); difenoconazol, fludioxonil, propiconazol y procloraz contra A.
alternata (Moummni et al., 2021; Bautista-bafios et al., 2013); tiabendazol, benomilo,
propiconazol y maneb contra R. stolonifer (Yan et al., 2020; Bautista-bafios et al., 2013); o
imazalil y tiabendazol contra P. expansum (Venturini, Blanco y Oria, 2002). Sin embargo, muchos
microorganismos han acabado desarrollando resistencias a estas sustancias, como Penicillium
spp. al tiabendazol o Botrytis spp. al benomilo (Venturini, Blanco y Oria, 2002); o incluso ha sido

su uso ilegalizado de varios paises como el benomilo y la iprodiona (Tsao y Zhou, 2000).

El uso de estos productos, sus limitaciones legales, el detrimento de su efectividad, sus
consecuencias negativas en la naturaleza (El Khetabi et al., 2021; Camele et al., 2012; Yang y

Jian, 2015) y la concienciacion por parte del consumidor en la busqueda de productos libres de
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sustancias quimicas, ha hecho considerar nuevas alternativas para la conservacién postcosecha.
Actualmente se estan investigando y poniendo diferentes alternativas. Existen métodos fisicos
como la irradiacidén con UV, la cual puede debilitar e incluso inactivar a patégenos como
Penicillium italicum o Penicillium digitatum (Kahramanoglu et al., 2020; Papoutsis et al., 2019);
la aplicacion de plasma frio para reducir las colonias de A. alternata o P. italicum en fresas y uvas
(Siddique, Hardy y Bayliss, 2018); la combinacién de diferentes factores como una temperatura
a 18 °Cy actividad de agua de 0,94 reduce la produccién de micotoxinas de A. alternata (Sanzani,
Reverberi y Geisen, 2016); o el uso de agua caliente entre 40 y 65 °C, el cual se ha aplicado de
forma extensa en diferentes frutos para prevenir las pérdidas a causa de patdgenos fungicos
(Papoutsis et al., 2019). También estan presentes métodos bioldgicos que consisten en la
aplicacién de microorganismos antagonicos al patégeno, como por ejemplo Candida
stellimalicola y Pseudomonas fluorescens para combatir P. jtalicum (Wang et al., 2020); o
Candida oleophila'y Debaryomyces spp. contra B. cinerea, P. expansum o A. alternata (Dai et al.,
2021). Por otro lado, se hace uso de sustancias quimicas ‘Reconocidas generalmente como
Seguros’ (GRAS) como bicarbonato sddico o sorbato potasico se han utilizado para combatir
hongos como P. italicum y P. digitatum (Papoutsis et al., 2019); o 4cidos orgdnicos y sus sales,
compuestos bastante usados como compuestos antimicrobianos (Palou, Valencia-Chamorro y
Pérez-Gago, 2015). También existen métodos de control de estos agentes fungicos de la
postcosecha que consisten en la combinacion de diferentes factores, como los recubrimientos
con ceras y elementos quimicos o incluso calor (Bautista-bafios et al., 2013). Un recubrimiento
muy comun y efectivo a la hora de proteger frutas es el chitosan (Bautista-bafios et al., 2013),
un biopolimero comestible y con propiedades antimicrobianas contra patégenos como B.
cinerea (Palou, Valencia-Chamorro y Pérez-Gago, 2015). Estos recubrimientos se pueden

combinar con agentes antimicrobianos como los aceites esenciales (AEs).

Los AEs provenientes de plantas aromaticas han sido clasificados como sustancias GRAS por la
FDA (Yan et al., 2020). En los ultimos afios se han llevado a cabo varias investigaciones para
estudiar la aplicacién de estos como alternativa a los fungicidas (Sapper et al., 2020; Camele et

al., 2012; Palou, Valencia-Chamorro y Pérez-Gago, 2015).

En la Tabla 1 se presentan ejemplos de diferentes investigaciones llevadas a cabo sobre la

aplicacion de AEs in vitro e in vivo contra los hongos mencionados anteriormente.
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Tabla 1. Ejemplos de ensayos previos de aplicacion de AEs frente a hongos patégenos in vitro e in vivo.

Hongo

Aceite Esencial

Tipo de ensayo

Referencia

M. fructicola

A. alternata

B. cinerea

B. cinerea'y
R. stolonifer
B. cinerea'y
R. stolonifer

R. stolonifer

B. cinerea
R. stolonifer
P. expansum

Origanum vulgare L.
Thymus vulgaris
Thymus vulgaris

Cymbopogon citratus

Citrus limon y chitosan

Eucalyptus citriodora
Origanum gratissimum
Origanum sanctum

Origanum vulgare
Thymus capitatus
Lavandula angustifolia
Rosmarinus officinalis
Salvia fruticosa

Eugenia caryophyllata

Thymus danensis
Thymus carmanicus

Cymbopogon citratus
Thymus vulgaris y
Citrus aurantifolia

Origanum vulgare L.y
chitosan

Melissa officinalis

in vitro

in vivo

in vitro
in vivo/ in vitro
in vivo/ in vitro

in vivo / in vitro

in vitro

in vivo

in vivo

in vitro

in vivo / in vitro

in vivo / in vitro

in vitro

Elshafie et al. (2015)
Hassani et al. (2011)
Perina et al. (2014)
Vitoratos et al. (2013)
Perdones et al. (2012)
Tripathi, Dubey y Shukla
(2007)

Daferera, Ziogas y
Polissiou (2003)

Hassani et al. (2011)
Amrollah y Hosein (2013)
Tzortzakis y Economakis

(2007)

Bosquez-Molina et al.
(2010)

Dos Santos et al. (2012)

El Ouadi et al. (2017)

Entre los AEs mas utilizados en los articulos consultados se encuentran el de orégano y el de

tomillo. Ademas, diversos investigadores utilizaban no solo AEs sino compuestos de éstos que

presentaban actividad antifungica, como el carvacrol o el timol (Camele, I. et al., 2012).

Por otro lado, algunos de estos AEs de plantas aromaticas se encuentran en Aragén. Ejemplos

de plantas aromaticas que sus aceites presentan cualidades y efectos fungicidas que se pueden

encontrar en Aragdn son menta (Ozcakmak et al., 2016), orégano (Vitoratos et al., 2013), salvia

(Alizadeh-Salteh et al., 2020) y valeriana (Letchamo et al., 2004).

10
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4 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Este TFM es planteado en el marco del proyecto de cooperacidn ‘FrutAE: Sistemas ecolégicos en
base a aceites esenciales procedentes de plantas aromaticas para prevencién de heladas y
conservacién postcosecha de fruta’. Dentro de este proyecto, la Fundacion Aragonesa para la
Investigacion y el Desarrollo (ARAID), mediante la participacion de la investigadora Celia M.
Cantin, participa como centro tecnolégico para la generacion de conocimiento en la extraccion
de aceites esenciales, tratamiento y procesado del aceite, encapsulado, formulacion, ejecucidn
de ensayos de eficacia, y validacién de protocolos de trabajo. Este proyecto pretende sustituir
productos quimicos sintéticos utilizados en pre y postcosecha, por productos inocuos para el
medio ambiente y la salud, cuya formulacién contenga aceites esenciales naturales, ecolégicos

y locales.

La hipétesis de partida es la siguiente: “La aplicacién de AE de plantas aromaticas medicinales
a manzanas presentan un efecto inhibitorio de las podredumbres tipicas de esta especie,
reduciendo, por tanto, la aparicidn dafos de origen fungico en el fruto; esto permitiria disminuir

o incluso evitar el uso de fungicidas de tipo quimico”.

De acuerdo con la hipétesis establecida, se abordé como objetivo general de esta investigacion
obtener AEs de plantas aromaticas provenientes de Aragdn que supongan una alternativa a los
fungicidas de origen quimico y por ende que posean efecto fungicida contra las podredumbres
mas caracteristicas de la manzana y protejan al fruto contra estos hongos durante su
conservacién postcosecha. Para alcanzar este objetivo general se establecen los siguientes

objetivos parciales:

1. Realizar un estudio del arte sobre las podredumbres que afectan a la manzana, métodos
de conservacién postcosecha de frutos de pepita, AE de plantas medicinales y el uso de

estos ultimos para la conservacion postcosecha de alimentos.

2. Determinacion de la actividad antifungica de los AEs seleccionados contra los hongos a

testar in vitro.

3. Determinacion de la actividad antifungica de los AEs seleccionados contra los hongos a

testar in vivo, con la manzana como matriz alimentaria.
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5 DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA EMPLEADA

5.1 Disefio experimental

Para alcanzar el objetivo general y objetivos parciales de este trabajo fin de master se elaboré
un disefio experimental en el que primero se trabajo in vitro, para determinar la capacidad
fungicida de los AEs seleccionados, y posteriormente in vivo, en la que se aplicaron estos aceites

esenciales directamente sobre fruta fresca.

El estudio in vitro consistid6 en evaluar la eficacia antifingica de los AEs obtenidos de M.
rotundifolia, O. virens, S. officinalis y V. officinalis frente a los hongos causantes de
podredumbres en manzana, M. fructicola, B. cinerea, A. alternata, P. expansum y R. stolonifer.

Los resultados de la parte in vitro sirvieron para disefiar la posterior parte in vivo.

En la parte in vivo se evalud la eficacia antifungica de los AEs procedentes de M. rotundifolia, O.
virens y V. officinalis en matriz alimentaria frente los mismos hongos de la parte in vitro,
determinado su capacidad antifungica postcosecha tras su aplicacidn sobre manzanas, y

comparar estos resultados con los obtenidos en la parte in vitro.

La parte experimental de este TFM se llevd a cabo en las instalaciones del Centro y Tecnologia

Agroalimentaria de Aragdén (CITA) y la Estacién Experimental de Aula Dei-CSIC (EEAD-CSIC).
5.2 Determinacion de la capacidad fungicida de AEs In vitro
5.2.1 Obtencidn y mantenimiento de aceites esenciales de plantas medicinales aromaticas

Los AEs de M. rotundifolia, O. virens y S. officinalis fueron suministrados por el Laboratorio de
Plantas Aromaticas del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragdén (CITA).
La obtencién de estos AEs fue realizada en una planta de destilaciéon semi industrial mediante
destilacién por arrastre de vapor. Esta extraccidon fue realizada en un rango de presién de vapor
de 0,5 a 1 bar. El AE de V. officinalis fue adquirido comercialmente a la empresa Essenciales,
Aceites y Esencias, SL. Los AEs fueron conservados en recipientes opacos impidiendo la

incidencia de la luz del sol, y evitando su contacto con el aire.
5.2.2 Obtencidn y mantenimiento de cepas fluingicas

La cepa de M. fructicola fue cedida por el grupo de Patologia Postosecha del Instituto de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentarias (IRTA). Las cepas de B. cinerea, A. alternata, P.

expansum y R. stolonifer fueron obtenidas de la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).
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Estas cepas se reaislaron en placas de Petri con Agar Patata y Dextrosa (PDA) para verificar que
se trataba de cultivo puro, y obtener un stock de referencia suficiente para los ensayos a realizar.

Las cepas de referencia y su stock se mantuvieron en una estufa a 24°C.
5.2.3 Método de difusion de aceites esenciales en disco

Se realizd una evaluacidn preliminar de la capacidad antifingica de los AEs utilizando el método
de difusidn en disco (Fig. 6) siguiendo la metodologia empleada por Mironescu y Georgescu
(2008).

Figura 6. Representacion grafica del método de difusion de los cuatro AEs en discos de papel utilizando como medio
de cultivo Agar Dextrosa Patata (PDA).
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AE: Aceite Esencial. C-: Control negativo, diluyente y agua estéril. C+1: Control positivo 1, TIRAM y diluyente. C+2:
Control positivo 2, Ciproconazol y diluyente. Creado con BioRender

Se prepararon los indculos de los AEs de O. virens, M. rotundifolia, S. officinalis y V. officinalis a
una concentracion del 10%, utilizando como diluyente Tween 80 al 0,05%, etanol al 3% y agua
destilada estéril (Venturini, Blanco y Oria, 2002; Atares, 2021). Como control positivo se
utilizaron dos fungicidas comerciales, Thiuram Flow 50% (TIRAM, Dimetilditiocarbamato) y
ATEMI 10% (Ciproconazol) a las concentraciones que se aplican en campo (5 ml/l y 0,2 g/l
respectivamente). Como control negativo se utilizé el diluyente (Tween 80 al 0,05%, etanol al

3% y agua destilada estéril).

Para la realizacion de este ensayo, se prepararon 8 placas de Agar Patata Dextrosa (PDA) para
cada hongo, los cuales se inocularon a 2 cm del centro de la placa con un asa de siembra estéril.
Se utilizaron 4 placas para determinar la capacidad antifungica de los AEs, para lo que se
inocularon 10 pl de cada AE por placa, en un disco de papel estéril de 6 mm de didmetro,
dispuestos simétricamente al hongo a 2 cm del centro de la placa. Otras 2 placas se utilizaron

para inocular en el disco de papel 10 pl de los controles positivos. Y otra placa para inocular en
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el disco de papel 10 ul del control negativo. En la octava placa, se inoculd el hongo en el centro
y se colocaron 4 discos de papel estéril a una misma distancia del centro y entre ellos; en cada

disco se inocularon 10 ul de cada uno de los AEs para evaluar todos los AEs a la vez.

Tras la inoculacidn, las placas se incubaron a 24 °C durante 144 h; cada 24 h se midio el didmetro

de la colonia fungica con un pie de rey digital.
5.2.4 Método de dilucion de aceites esenciales en medio de cultivo PDA

El método de dilucion de AEs en medio de cultivo sélido permite evaluar la eficacia fungicida de
los AEs en contacto directo con los hongos. Para ello, se prepararon 4 frascos con 300 ml de PDA
estéril, destinados a un AE diferente. En cada frasco se afiadieron las concentraciones
correspondientes para obtener una solucién final de AE al 10%, Tween 80 al 0,05%, como
surfactante, y etanol al 3%. A diferencia del ensayo preliminar (difusion de AEs en disco), en vez
de agua estéril se utilizé el propio PDA como diluyente. La mezcla de componentes se realizd
con el medio de cultivo atemperado a 45 y 50°C, para asegurar la mezcla homogénea sin
deteriorar las propiedades antimicrobianas de los AEs (Viuda-Martos et al., 2007). El contenido
final de cada frasco se vertio en placas Petri de 52 mm de didmetro para obtener, al menos, 20

placas para AEs y 5 placas como control negativo (simplemente con PDA).

Tras servir el medio y dejarlo solidificar durante 24 h, se inocularon los hongos en el centro de
cada placa con un asa de siembra estéril (Fig. 7). Las placas se incubaron en una estufa a 24°C

durante 144 h. Cada 24 h se midio el didmetro de la colonia fungica con un pie de rey digital.

Figura 7. Representacion grafica del método de dilucion de los cuatro AEs en el medio de cultivo Agar Dextrosa
Patata (PDA).
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AE: Aceite Esencial. Creado con BioRender.
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5.2.5 Meétodo de dilucién en PDB

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) se define como la menor concentracién de aceite
gue no muestra crecimiento en los tubos de ensayo, mientras que la Concentracién Minima
Fungicida (MFC) se define como la menor concentracién de aceite que no muestra crecimiento
en placa de cultivo (Mohammadpour et al., 2012). La obtencién del MIC y del MFC de los AEs
contra los hongos se realizé mediante la dilucién de los AEs en Caldo Patata Dextrosa (PDB) (Fig.
8) siguiendo la metodologia de Mohammadpour et al. (2012).

Figura 8. Representacion grafica del método de dilucion en el Caldo Dextrosa Patata (PDB) para la determinacion
del MIC y MFC de cada AE contra los hongos estudiados, mediante la utilizacion de distintas concentraciones.

PDA
\ —
' |
] 72h/ 24°C
' 10 il —
Q | [&]
s — o8
TIITTTTLT P
S T[AE] —» l[AF]
PDB + Hongo PDB + AE | |

AE: Aceite Esencial. MIC: Concentracién Minima Inhibitoria. MFC: Concentracién Minima Fungicida. Creado con
BioRender.

Para la obtencion del MIC se prepararon 10 tubos de ensayo con PDB estéril por cada AE, de los
gue contenian las siguientes concentraciones: 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 y
0,0156 %; para la difusidn de los AEs se utilizé Tween 80 al 0,05 % y etanol al 3 % (Venturini,
Blanco y Oria, 2002; Atares, 2021). Como control positivo se utilizaron los dos fungicidas
utilizados anteriormente a las mismas concentraciones, y como control negativo se utilizé un

tubo con diluyente para cada hongo.

En estos ensayos, se partido directamente de inéculo fungico en medio liquido. Para ello, se
prepararon 3 frascos con PDB estéril, en los que se inocularon M. fructicola, B. cinerea y A.
alternata con un asa de siembra estéril desde el stock de referencia. Estos frascos se
mantuvieron en movimiento constante, para evitar la formacidn de agregados micelares, y a
24°C durante 5 dias. De estos frascos, con crecimiento micelar, se inocularon 100 ul a cada tubo
con las diferentes diluciones de AE, y a los controles. Los tubos se incubaron a 24°C durante 72h.

Cada 24h se verificé la presencia o ausencia de crecimiento en los tubos.

Tras obtener los resultados del MIC, se tomé indculo con un asa de siembra estéril de las

diluciones de AE que no presentaron crecimiento, y de la dilucién mas baja de AE que presento
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crecimiento. Cada indculo fue sembrado en superficie por agotamiento en una placa de Petri de
52 mm de didametro con PDA. Estas placas fueron incubadas en una estufa a 24°C durante 72h.

Cada 24h se observd la presencia o ausencia de crecimiento micelar en las placas.
5.2.6 Método de actividad volatil

Para la evaluacién del uso de vapores de AE contra el crecimiento micelar se realizd un ensayo
de actividad volatil (Fig. 9), siguiendo la metodologia utilizada por Venturini, Blanco y Oria

(2002).

Figura 9. Representacion grafica del método de inoculacion de los cuatro AEs en discos de papel colocados en la tapa

de las placas donde se realiza la siembra e incubacién de los hongos a estudiar.
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AE: Aceite Esencial. Creado con BioRender.

A la tapa de placas de Petri de 52 mm de didmetro con medio de cultivo PDA se adhirié un disco
de papel estéril. Se emplearon 5 placas para cada AE (O. virens, S. officinalis, M. rotundifolia y V.
officinalis) y 5 placas para el control negativo. Posteriormente, se inocularon 10 pul de AE al 100%
de concentracion en el disco adherido a la tapa; en las placas destinadas al control negativo se

inocularon 10 pl de agua estéril.

Posteriormente, los hongos (M. fructicola, B. cinerea, A. alternata, P. expansum y R. stolonifer)
fueron inoculados en el centro de la placa con un asa de siembra estéril desde el stock de
referencia. Las placas se incubaron a 24°C durante 2 semanas. Cada 24 h se midié con un pie de

rey digital los diametros de las colonias fungicas que crecian en dichas placas.
5.2.7 Método de germinacion de esporas en cultivo DRBC

Para la evaluacién del uso de AEs frente a la germinacidn de esporas de origen fungico se
prepararon 5 diluciones (1, 0,5, 0,1 y 0,01 %) en microtubos de cada AE (M. rotundifolia, O.

virens, S. officinalis y V. officinalis) utilizando 0,05% de Tween 80, 3% de etanol y agua estéril
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como diluyente (Venturini, Blanco y Oria, 2002) obteniendo un volumen final de 0,9 ml; el
control negativo consistié en 0,9 ml del diluyente (0,05% de Tween 80, 3% de etanol y agua
estéril) (Fig. 10).

Figura 10. Representacion grafica del método de generacion de esporas de M. fructicola, B. cinerea y A. alternata

utilizando el medio de cultivo DRBC
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AE: Aceite Esencial. C-: TIRAM y diluyente. Creado con BioRender.

La suspensién de esporas de M. fructicola, B. cinerea y A. alternata se obtuvo mediante raspado
superficial con asa de siembra de los hongos en medio sélido (stock de referencia), y se
resuspendio en 1 ml de agua estéril. De las suspensiones de hongo resultantes se inocularon 100

ul a cada dilucién de AE y control negativo.

Tras la inoculacidon de los hongos en los microtubos con AE y control negativo se dejaron incubar
durante 2 h a 24°C. Después se inocularon 100 pl de cada uno en placas de Petri con medio de
cultivo DRBC (Dicloran, Rosa de Bengala, Cloranfenicol). El indculo se sembrd por extensidén con
un asa estéril de drigalsky. Tras la siembra, las placas se incubaron a 24°C durante 4 dias. Cada

24 h se cuantifico la cantidad de colonias presentes (esporas germinadas) en cada placa.
5.3 Determinacion de la capacidad fungicida de AEs In vivo

Tras determinar el efecto antifingico de los AEs testados in vitro y obtener las conclusiones
correspondientes, se llevd a cabo un ensayo in vivo para evaluar la capacidad antifingica de los
mismos sobre manzana fresca (Malus x domestica). Tras evaluar los resultados in vitro, se
utilizaron los AEs obtenidos de M. rotundifolia, O. virens y V. officinalis, eliminando el AE de S.
officinalis por su escasa capacidad antifingica. Las cepas fungicas patdgenas fueron las mismas
que las utilizadas en la parte anterior del estudio. El ensayo in vivo se realizé por repetido (con

un espacio de 2 semanas), con el fin de obtener una mayor robustez estadistica en los datos.
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Para alcanzar los objetivos de este TFM, se conservaron y prepararon los frutos a utilizar en el
experimento, se preparé nuevo stock de referencia de los microorganismos ademas de
suspensiones de los mismos, y se elaboraron suspensiones de los AEs a testar. Para cada uno de

los hongos estudiados, se llevaron a cabo los siguientes tratamientos y controles:

1. AE de M. rotundifolia al 0,5% y 5% de concentracion.

2. AE de O. virens al 0,5% y 5% de concentracion.

3. AE de V. officinalis al 0,5% y 5% de concentracidn.

4. Control negativo 1, mismo diluyente que el empleado para la suspensién de los AEs (3%
de etanol, 0,05% de Tween 80 y agua destilada estéril).

5. Control negativo 2, agua destilada estéril. Este control se realizé para comprobar si el
etanol al 3% interfiere en los resultados de la capacidad antifungica in vivo de los AEs.

6. Control positivo, fungicida Thiuram a la concentracién utilizada en campo (5 ml/l).
5.3.1 Seleccidn y preparacion de frutas

Este estudio se llevd a cabo en manzanas (Malus x domestica), de la variedad ‘Golden Delicious’,
procedentes del Valle del Manubles (Comarca de Calatayud, Zaragoza). Las manzanas fueron
cosechadas y directamente transportadas hasta la EEAD-CSIC, donde se conservaron en
atmédsfera normal a una temperatura de 1°C (+0,5) hasta el momento de su utilizacion (4

semanas de conservacion).

Previamente a comenzar el ensayo, se desecharon aquellos frutos afectados con cualquier tipo
de herida, golpe o abrasion superficial. Posteriormente, la superficie de los frutos se desinfectd
sumergiendo las manzanas en agua con un 1% de hipoclorito de sodio durante 1 hora a
temperatura ambiente (Mohammadi, Hashemi y Hosseini, 2015). Tras un aclarado exhaustivo

con agua, se dejaron secar a temperatura ambiente 24 h antes del ensayo.
5.3.2 Preparacion del indculo de hongos patégenos

Dos dias antes del ensayo se prepararon microtubos con suspensiones de 10* esporas/ml de
cada hongo objetivo: M. fructicola, B. cinerea, A. alternata, P. expansum y R. stolonifer. Este
inéculo se obtuvo mediante raspado superficial, con asa de siembra estéril, de estos hongos
cuyo grado de esporulacidn estaba en un estado avanzado en placa Petri con PDA. Las esporas
y micelio obtenidos se depositaron en un tubo con agua destilada estéril, que posteriormente
se filtrd con una gasa estéril para eliminar el micelio y poder posteriormente visualizar

claramente las esporas en el microscopio.
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Para calcular la concentracién de esporas, se dispusieron 10 ul de la suspension filtrada en un
hematocitémetro (cdmara Neubauer), y se hizo un recuento en el microscopio. De esta forma,
y mediante diluciones, se ajustaron las concentraciones a 10* esporas/ml (Venturini, Blanco y
Oria, 2002); esta suspension final se repartié en alicuotas en microtubos de 1,5 ml, que se

mantuvieron en refrigeracién hasta su utilizacién.
5.3.3 Preparado de soluciones de aceites esenciales y controles

Las suspensiones de aceites esenciales se realizaron a partir de los mismos extractos utilizados
en los ensayos in vitro (0. virens, M. rotundifolia y V. officinalis) en condiciones de esterilidad. A
partir de estos AEs se realizaron suspensiones de concentracion 0,5% y 5% en microtubos. Para
estas suspensiones se utilizd la metodologia anteriormente mencionada de Venturini, Blanco y
Oria (2002) y Atares (2021), siendo el diluyente Tween 80 (0,05%) y etanol (3%) junto a agua

estéril. Los microtubos preparados se mantuvieron en refrigeracion hasta su utilizacién.

A su vez se realizaron suspensiones para el control negativo 1, consistente en Tween 80 (0,05%),
etanol (3%) y agua estéril (96,95%); para el control negativo 2, consistente en agua estéril; y las
suspensiones del control positivo se realizaron a partir del fungicida Thiuram (0,5%), Tween 80

(0,05%), etanol (3%) y agua estéril (96,45%).
5.3.4 Tratamientos e inoculacion de hongos patégenos

En el ensayo se realizaron un total de 30 tratamientos con AEs: los 3 AEs seleccionados a 2
concentraciones diferentes frente a cada uno de los 5 hongos (Fig. 11). Ademas, se realizo, para
cada hongo, 1 control positivo y 2 controles negativos. Para cada tratamiento se utilizaron 3
repeticiones de 5 frutos (15 frutos por tratamiento). En la zona ecuatorial de cada uno de los
frutos, se realizaron dos heridas de unos 2 mm de didmetro, perforando la pulpa del fruto con
una aguja estéril. Para cada uno de los tratamientos con AEs, se inocularon 30 pl de la suspension
al 0,5% del AE correspondiente en la herida de la izquierda; y 30 ul de la disolucién al 5% del
mismo aceite en la herida de la derecha. Asi mismo, en las manzanas destinadas a los controles
negativos se inocularon 30 ul de la suspension de control negativo 1 en la herida de la izquierda;
y en la herida de la derecha 30 pl del control negativo 2. Por ultimo, se realizd una Unica
perforacion en el ecuador de la manzana en el tratamiento del control positivo, donde se

inocularon 30 pl de la suspension de control positivo.
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Figura 11. Esquema de actuacion en el ensayo in vivo. Representacion grafica de la preparacion de indculos de AE
con una concentracion de 0,5 y 5%, de indculos de hongo con una concentracion de 10 esporas y la inoculacion de

éstos en las perforaciones del fruto.
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Los frutos, tras ser inoculados con los tratamientos y controles correspondientes, se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 1 hora. Seguidamente se inocularon 20 pl del
microorganismo correspondiente en cada una de las heridas donde se habia inoculado AE,

control negativo o control positivo.

Tras la inoculacién con los hongos, las manzanas fueron dispuestas en cajas (15 manzanas en
cada caja, Fig. 19) y fueron almacenadas en arcones de plastico herméticos (para limitar la
entrada del aire exterior, Fig. 20) y con papel humedecido en su interior con el fin de mantener
una alta humedad relativa y facilitar el crecimiento del hongo. En cada arcdn se introdujeron

tres cajas con manzanas inoculadas con el mismo hongo para evitar contaminaciones cruzadas.

Se midid, con un pie de rey digital, el didametro del dafio generado por el hongo (de forma
concéntrica a partir de la herida provocada en el dia 0) los dias 3, 7 y 10 tras la inoculacién. En

cada medicién se tomaron fotografias de los frutos de cada tratamiento y repeticion.
5.4 Analisis estadistico

El analisis y tratamiento de datos de los didmetros de las heridas medidas durante la parte in
vivo de este TFM se realizd6 mediante un modelo lineal mixto. Se especificd el tiempo como

variable de medidas repetidas y la variable “manzana” como un efecto aleatorio, permitiendo
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asi unintercepto (punto de interseccion de la recta de regresion con el eje Y) diferente para cada
manzana. En este modelo se incluyeron los patdgenos, los tratamientos con AEs y controles, y
el tiempo desde la aplicacién de los tratamientos como predictores. El didmetro de la herida en
el fruto fue la variable respuesta, la cual fue transformada logaritmicamente para cumplir los
supuestos de homocedasticidad, normalidad y linealidad del modelo. Los anélisis estadisticos
fueron ejecutados con el paquete ‘nlme’ del software R (Pinheiro et al. 2022). Las diferencias
entre tratamientos y entre patogenos fueron evaluadas mediante el paquete effects (Fox y

Weisberg 2019).

21



6. Resultados Pedro G. Martinez Aznar

6 RESULTADOS

6.1 Capacidad fungicida de AEs In vitro
6.1.1 Difusion de aceites esenciales en disco

En este ensayo se observé que todos los AEs fueron efectivos, en mayor o menor medida, frente
A. alternata (Fig. 23). En el caso de M. fructicola (Fig. 21), todos los AEs salvo el de M. rotundifolia
tuvieron algun efecto antifungico. Sin embargo, el resto de los hongos presentaron una mayor
resistencia que los dos primeros en este ensayo. B. cinerea (Fig. 22) solo fue inhibido por S.
officinalis. P. expansum (Fig. 25) demostrd cierta inhibicion frente al AE de O. virens. Mientras
que R. stolonifer (Fig. 24) fue muy resistente y no fue afectado en absoluto por ninguno de los

AEs.
6.1.2 Dilucion de aceites esenciales en medio de cultivo PDA

Todos los hongos fueron inhibidos en este ensayo ante los AEs al 10% de concentracién, con la
excepcion del AE de S. officinalis, en cuyas placas se podia visualizar crecimiento de todos los
hongos excepto M. fructicola (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto inhibitorio del método de dilucién en agar de AEs a un 10 % de concentracion sobre el crecimiento de

los hongos tras una incubacion de 144 horas a 24 °C.

144 h O. virens M. rotundifolia S. officinalis V. officinalis
M. fructicola X X X X
B. cinerea X X 12,58 X
A. alternata X X 7,46 X
R. stolonifer X X 28,92 X
P. expansum X X 10,03 X

X: no hay crecimiento. Resultados expresados en mm.

6.1.3 Dilucion en caldo PDB

El MIC mas habitual de los AEs contra los patdgenos ensayados, M. fructicola, B. cinerea y A.
alternata, fue 0,25%, aunque hubo excepciones (Tabla 3). Frente a M. fructicola, el AE de O.
virens y M. rotundifolia el MIC fue de 0,125%. Mientras que el S. officinalis, B. cinerea tuvo un
MIC de 0,5%. A. alternata mostrd tener una mayor resistencia frente a los AEs con unos valores
de MIC frente a los AE de O. virens y S. officinalis de 1%. El ensayo mostré como A. alternata es

mas resistente contra los AEs utilizados que los otros dos hongos testados.
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Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria (MIC) de AEs frente a hongos en PDB tras 72 h a 24 °C.

E:z:;f A.E. 1% 0,5% 025%  0,125%  0,0625%  MIC (%)
ORE - - o - + 0,125
M. MEN - - - - + 0,125
fructicola SAL - - - + + 0,25
VAL - - - + + 0,25
ORE - - - + + 0,25
MEN - - - + + 0,25
B. cinerea
SAL - - + + + 0,5
VAL - - - + + 0,25
ORE - + + + + 1
A. MEN - - - + + 0,25
alternata SAL - + + + + 1
VAL - - - + + 0,25

AE: Aceite Esencial. Rojo (-): no presenta crecimiento. Verde (+)
fructicola. SAL: S. officinalis. VAL: V. officinalis.

: presenta crecimiento. ORE: O. virens. MEN: M.

En cuanto al MFC, los valores de cada hongo frente a cada AE fueron los mismos que el MIC, a

excepcion de M. fructicola ante el AE de O. virens que

tuvo un MFC de 0,25% (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion minima fungicida (MFC) de AEs frente a hongos en PDA tras 72 h a 24 °C.

E:g:;': A.E. 1% 0,5% 025%  0,125% 0,0625%  MFC (%)
ORE = - - + + 0,25
M. MEN - - - - + 0,125
fructicola SAL - - - + + 0,25
VAL - - - + + 0,25
ORI - - - + + 0,25
MEN - - - + + 0,25
B. cinerea
SAL o - + + 1 0,5
VAL = - - + + 0,25
ORI S + + + + 1
A. MEN = = - + + 0,25
alternaria SAL - + + + + 1
VAL S = - + + 0,25

AE: Aceite Esencial. Rojo (-): no presenta crecimiento. Verde (+)
fructicola. SAL: S. officinalis. VAL: V. officinalis.

: presenta crecimiento. ORE: O. virens. MEN: M.
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6.1.4 Actividad volatil

Los resultados de este ensayo (Tabla 5) mostraron que M. fruticola fue inhibido por los AEs de
M. rotundifolia, O. virens, S. officinalis y V. officinalis. En el caso de B. cinerea y A. alternata
fueron inhibidos Unicamente por los AEs de O. virens y M. rotundifolia, mientras que los AEs de
S. officinalis y V. officinalis solo ralentizaron el crecimiento de estos hongos. Por otro lado, P.
expansum y R. stolonifer crecieron abundantemente por la placa, salvo con el AE de M.
rotundifolia ante el cual el primero fue totalmente inhibido y el segundo presentd una leve
inhibicidn.

Tabla 5. Efecto inhibitorio de la Actividad Volatil de AEs frente al crecimiento micelar de hongos en PDA tras 144 h
a24°C.

M.

144 horas C- O. virens rotundifolia S. officinalis V. officinalis
M. fructicola Cont. X X X X
B. cinerea 52 39 X 52 52
A. alternaria 41,85 10,65 2 21,99 24,17
R. stolonifer 52 17,02 26,1 52 52
P. expansum 52 41 X 40 36

Cont.: Contaminacion. X: no hay crecimiento. Resultados expresados en mm.

6.1.5 Germinacion de esporas en cultivo DRBC

M. fructicola fue inhibido por todos los AEs a 1y 0,5% de concentracién (Tabla 6, 7, 8 y 9). Sin
embargo, los resultados obtenidos no son coherentes ya que en el control negativo presenta

menor recuento de UFC que el de los AEs.

En el caso de B. cinerea hubo efecto inhibitorio por parte del AE de O. virens (Tabla 6) y M.
rotundifolia al 1% de concentracion (Tabla 7). Los otros dos AEs mostraron resultados ante este
hongo muy similares al control negativo. A. alternata no presenté inhibicion de generacion de

esporas ante los 4 AEs. Fue excepcion el 1% de AE de M. rotundifolia que hubo resultado nulo.

Tabla 6. Esporulacion de hongos en presencia de AE de O. virens en DRBC tras 96 h a 24 °C.

96 h [ORE] C- 1% 0,5% 0,1% 0,01%
M. fructicola 2,6 3,0 2,7 3,2 2,8

B. cinerea 4,5 2,3 4,1 4,2 4,1
A. alternata 44 4,0 4,2 4,4 4,1

Recuentos expresados en Log UFC (Unidades Formadoras de Colonia).
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Tabla 7. Esporulacion de hongos en presencia de AE de M. rotundifolia en DRBC tras 96 h a 24 °C.

96 h [MEN] C- 1% 0,5 % 0,1% 0,01 %

M. fructicola 2,6 2,3 - 3,2 3,0
B. cinerea 4,5 2,7 4,5 4,6 4,2

A. alternata 44 - 4,4 4,7 4,2

Recuentos expresados en Log UFC (Unidades Formadoras de Colonia). (-): resultado nulo.

Tabla 8. Esporulacion de hongos en presencia de AE de S. officinalis en DRBC tras 96 h a 24 °C.

96 h [SAL] C- 1% 0,5 % 0,1% 0,01 %
M. fructicola 2,6 2,5 3,4 3,8 3,9

B. cinerea 4,5 4,7 3,9 4,7 4,7
A. alternata 4,4 4,2 4,2 4,1 3,7

Recuentos expresados en Log UFC (Unidades Formadoras de Colonia) (-): resultado nulo.

Tabla 9. Esporulacion de hongos en presencia de AE de V. officinalis en DRBC tras 96 h a 24 °C.

96 h [VAL] C- 1% 0,5% 0,1% 0,01%
M. fructicola 2,6 2,3 2,0 3,9 3,8

B. cinerea 4,5 4,7 4,7 4,4 3,4
A. alternata 4,4 4,4 4,3 4,3 4,0

Recuentos expresados en Log UFC (Unidades Formadoras de Colonia).

6.2 Capacidad fungicida de los AEs In vivo

En el ensayo in vivo, se midié con un pie de rey digital los diametros (mm) de las heridas en los
frutos provocadas por los microorganismos inoculados. Estas medidas se realizaron en los dias
3, 7 y 10 del ensayo. Supusieron una excepcién las manzanas infectadas con R. stolonifer del
Experimento 2, de las cuales se tomaron medidas de sus heridas el dia 3, 5y 7. Esto se debid a
que en el Experimento 1, a partir del dia 7 R. stolonifer colonizaba por completo los frutos
infectados con el mismo. Estas mediciones no permitian vislumbrar una diferencia notable entre
tratamientos y controles (Fig. 12), lo que hacia a R. stolonifer un sujeto de pruebas dificil del que
obtener resultados. Este crecimiento y forma de esporulacion coincidia al completo con lo
descrito por otros autores (Yangy Jiang, 2015; Alizadeh-Salteh et al., 2010), suponiendo un grave

problema al que hubo que estar muy pendiente para evitar contaminaciones cruzadas.
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Figura 12. Manzanas inoculadas con 20 ul de una suspension de 10 esporas de R. stolonifer; y 30 ul de Control
negativo 1 (herida izqda.), diluyente; y 30 ul de Control negativo 2 (herida drcha.), agua destilada estéril. Dias
transcurridos tras la inoculacion: 7.

Los resultados obtenidos del Experimento 1 y durante el Experimento 2 fueron comparados y
analizados junto a las fotografias tomadas cada dia de medicidn. Esto permitié descartar las
mediciones que pudieran ser erréneas debido a una contaminacién externa por parte de otro

microorganismo.

En el caso de A. alternata al final del Experimento 1, el AE de M. rotundifolia al 5% fue el
tratamiento con mayor efecto (Fig. 17). El resto de los tratamientos frente a este hongo
obtuvieron una efectividad inferior al control positivo y de los controles negativos. Sin embargo,
en el Experimento 2, contra este microorganismo el AE de M. rotundifolia al 5% fue el
tratamiento con menor efecto en el dia 10. En este segundo experimento todos los tratamientos
sin excepcién demostraron una eficacia menor que el control positivo y el control negativo 2

(agua estéril).

En el caso de B. cinerea, en el Experimento 1 se pudo observar que todos los tratamientos a
excepcion del AE de M. rotundifolia al 0,5% presentaron una actividad antifingica mayor que
los controles negativos (Fig. 17). Los diametros de herida de los frutos tratados con estos AEs se
concentraban en el rango de 0 a 20 mm. Fue diferente en el Experimento 2, donde los Unicos
tratamientos con un efecto mayor a los controles negativos son el AE de V. officinalis al 5% y el
AE de O. virens al 5%, siendo este Ultimo el Unico que sus resultados del dia 7 se situan por
debajo de los 20 mm. En ambos experimentos ningun aceite superd la efectividad del control
positivo, aunque entre ellos el AE de O. virens al 5% fue el que mds se aproximé a la efectividad

del fungicida sintético (Fig. 13y 14).
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Figura 13. Manzanas inoculadas con 20 ul de una suspension de 10* esporas de B. cinerea; y 30 ul de AE O. virens al
0,5% (herida izqda.) y 30 ul de AE O. virens al 5% (herida drcha.). Dias transcurridos tras la inoculacion: 10.

Experimento 1.

Figura 14. Manzanas inoculadas con 20 ul de una suspension de 10* esporas de B. cinerea; y 30 ul de una suspensién

de Thiuram a 5 mg/l. Dias transcurridos tras la inoculacién: 10. Experimento 1.

En el caso de M. fructicola, en el Experimento 1 los tratamientos con mayor efecto fueron el AE
de V. officinalis al 5% y el AE de O. virens al 5%, con mayor efectividad que el control positivo. El
AE de M. rotundifolia al 0,5% fue el Unico con menor efectividad que los controles negativos. Sin
embargo, en el Experimento 2 (Fig. 17), los tratamientos y controles contra M. fructicola
presentaron medidas que se encontraban entre los 4 y 12 mm. En este caso, el fungicida de

eleccién presentd heridas de un diametro mayor que los controles negativos.

En el caso de P. expansum, en ambos experimentos el AE de M. rotundifolia al 5% fue el de
mayor efectividad, incluso mas que el control positivo (Fig. 15 y 16). El resto de los tratamientos

en el Experimento 1 presentaron resultados muy similares entre ellos y a los controles; mientras
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que en el Experimento 2, el AE de O. virens al 5% y el AE de M. rotundifolia al 0,5% presentaron
didmetros de herida menores a los controles negativos. Estos Ultimos AEs demostraron en el
Experimento 2 un efecto muy similar al control positivo, el cual durante el dia 3y 7 fue el mas

efectivo (Fig. 17).

Figura 15. Manzanas en las que se ha inoculado 20 ul de una suspensién de 10* esporas de P. expansum, y 30 ul de
AE M. rotundifolia al 0,5% (herida izqda..) o 30 ul de AE M. rotundifolia al 5% (herida drcha..). Dias transcurridos

tras la inoculacion: 10. Experimento 1.

Figura 16. Manzanas en las que se ha inoculado 20 ul de una suspension de 10* esporas de P. expansum; y 30 ul de

una suspension de Thiuram a 5 mg/l. Dias transcurridos tras la inoculacion: 10. Experimento 1.

En el caso de R. stolonifer, los Unicos resultados obtenidos son del Experimento 2 como se ha
explicado anteriormente. Ningun AE tuvo mayor efecto antifungico que el fungicida de eleccién
(Fig. 17). Aun asi, entre todos los AE el de M. rotundifolia al 5% y el de O. virens al 5% fueron los

que demostraron mayor efecto contra R. stolonifer.
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Figura 17. Evolucion predicha por el modelo estadistico del diametro de herida provocada por el hongo en el fruto,

en funcién del hongo inoculado y del nimero de dias transcurridos desde la inoculacion.
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Figura 17. (Continta)
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Se pudo comprobar que en cada experimento no hubo diferencias grandes entre el control
negativo 1y el control negativo 2 (Fig. 18). Es excepcién en ambos experimentos B. cinerea, el
cual ante agua estéril obtuvo menor didmetro de herida al dia 10 que ante la presencia de un
3% de etanol. R. stolonifer demostrd un crecimiento bastante superior al resto de hongos ante

ambos controles negativos.

En el caso del fungicida de eleccidn, el control positivo, M. fructicola y A. alternata demuestran
un crecimiento mas mermado en el Experimento 2 que en el primero. P. expansum fue el hongo
contra el que menor actividad antifungica demostré el fungicida. Por otro lado, el control
positivo demostrd ser bastante efectivo contra el crecimiento de R. stolonifer durante los

primeros 5 dias.

El tratamiento con AE de M. rotundifolia al 0,5%, tuvo menor efecto contra B. cinerea y R.
stolonifer (Fig. 18). En el Experimento 1 mostré una efectividad diferente que en el Experimento

2 frente a M. fructicola y A. alternata (una diferencia de didmetro de heridas de hasta
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aproximadamente 20 mm), pero P. expansum y B. cinerea presentaron la misma respuesta entre

el Experimento 1y el Experimento 2.

El tratamiento con AE de M. rotundifolia al 5% fue mas efectivo contra M. fructicola y A.
alternata. En ambos experimentos los resultados de este tratamiento son muy similares (Fig.
18). Es excepcidn B. cinerea, cuyos valores en el Experimento 2 son un poco mas elevados que
en el primero; y M. fructicola, que en el Experimento 2 parece volverse aun mas sensible al
susodicho AE. Por otro lado, R. stolonifer no llega a alcanzar los 40 mm de didmetro de herida el

dia 5 del Experimento 2.

El tratamiento con AE de O. virens al 0,5% obtuvo diferentes respuestas entre experimentos (Fig.
18). El Unico factor en comun es el efecto contra P. expansum, el cual es muy leve. En el
Experimento 2 B. cinerea presenta un crecimiento elevado del didmetro de las heridas a partir
del dia 7 y M. fructicola produjo heridas mds pequeinas. Mientras que A. alternata presenta el
dia 10 de este experimento un didmetro de herida aprox. 20 mm menor que los del Experimento

1.

El tratamiento con AE de O. virens al 5% fue mas efectivo contra M. fructicola y contra B. cinerea,
cuyos diametros de herida no superan los 20 mm (Fig. 18). Todos los resultados respecto a este
tratamiento son muy similares entre el Experimento 1 y el Experimento 2, siendo el menos
afectado R. stolonifer, el cual no llega a alcanzar los 40 mm. Aunque R. stolonifer ante el

tratamiento de O. virens al 0,5% si que sobrepasd los 40 mm al quinto dia.

El tratamiento con AE de V. officinalis al 0,5% presenta grandes diferencias entre experimentos
al igual que el AE de O. virens al 0,5% (Fig. 18). Las grandes diferencias observadas en el
Experimento 2, es la poca eficacia contra B. cinerea, siendo de los mas afectados en el primer
experimento; y la gran eficacia contra A. alternata que (al igual que en el tratamiento con O.
virens al 0,5%) presenta heridas de hasta aprox. 20 mm menores que las del Experimento 1. El
factor comun para este tratamiento es su mayor efectividad contra M. fructicola y los valores

aproximados de 40 mm de didmetro de herida por aparte de P. expansum.

El tratamiento con AE de V. officinalis al 5% presenta resultados muy similares que en el
tratamiento con el mismo AE a una concentracién de 0,5% (Fig. 18). La Unica diferencia es la
constante efectividad entre Experimento 1 y Experimento 2 contra B. cinerea. Aungue este
microorganismo, a diferencia del primer experimento, el dia 10 del Experimento sus heridas

superaron los 20 mm.
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Figura 18. Evolucion predicha por el modelo estadistico del diametro de herida provocada por el hongo en el fruto,

en funcion del tratamiento o control aplicado y del nimero de dias transcurridos desde la inoculacion.
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Figura 18. (Continta).
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Figura 18. (Continta).
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7 DISCUSION

7.1 Invitro

En el ensayo de difusion de AE en PDA se demostré que un 10% de concentracién de los AE
inhibié al completo el crecimiento y esporulacién de los hongos. Fue excepcién, como se ha
mencionado anteriormente, el AE de S. officinalis. El resto de los AEs en contacto estrecho con
el patdgeno a esa concentracién fueron totalmente eficaces con crecimiento 0 de parte de los

hongos. Por otro lado, en otras investigaciones (Ozcakmak et al., 2016) obtuvieron el mismo
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efecto frente a Penicillium verrucosum pero utilizando solo un 0,25% de concentracion del AE

de Origanum onites L. (durante 8 dias) o Mentha piperita L (durante 6 dias).

Ante los resultados anteriores se decidid hallar la concentracién de AE necesaria para la
inactivacién de los hongos. Mediante los resultados de los ensayos de dilucidn en caldo PDB y
de cultivo en DRBC se pudo observar que en el primero el valor de MIC y MFC se encontraba
entre el 0,25 y 1%, y en el segundo se necesitaba un 1% de AE para ver un descenso de la
generacién de esporas. Se ha demostrado mediante cultivo en PDA un MIC de 0,02 pl/ml por
parte de Origanum vulgare frente al crecimiento micelar y esporulaciéon de B. cinerea (Vitoratos
et al., 2013), unos valores muy alejados de los obtenidos en este TFM. De Mentha piperita si que
se han mostrado valores MIC frente a B. cinerea y R. stolonifer mas cercanos a los obtenidos en
esta investigacion, de mas de un 0,1% (Hadian et al., 2008). Ante los datos anteriores y ante lo
obtenido en los ensayos descritos de la parte in vitro de este TFM se decidid utilizar unas
concentraciones de AE en la parte in vivo mds cercanas al valor de 1% que de 10%, el cual habia

demostrado ser excesivo.

A. alternata mostrd en los ensayos in vitro de esta investigacion una mayor resistencia que M.
fructicola y B. cinerea ante todos los AEs, en el caso del cultivo en DRBC; y frente a O. virensy S.
officinalis, en el caso del cultivo en PDB. Otros autores demostraban también que A. alternata
era bastante resistente por parte de A. alternata al AE de Origanum majorana durante 7 dias,
necesitando una concentracion al 1 % para conseguir aprox. entre un 75 y 90% de inhibicién del
crecimiento micelar (Moumni et al., 2021). Aunque, estos Ultimos autores si que obtuvieron un
efecto fungicida al 100 % contra este mismo hongo utilizando otro AE, Cymbopogon citratus, a

una concentracion menor, de 0,8%.

En cuanto a qué aceites demostraron mayor efectividad in vitro, O. virens, V. officinalis y M.
rotundifolia tuvieron efectos antifungicos importantes y claros sobre M. fructicola y B. cinerea.
Por el contrario, el AE de S. officinalis mostré una actividad antifingica menor que el resto de
los AEs tanto en el ensayo de dilucién en caldo PDB y cultivo DRBC incluso este mismo AE en el
ensayo de difusién de AE en PDA fue el Unico que a un 10% de concentracién no consiguio inhibir
por completo el crecimiento de los hongos (a excepcién de M. fructicola). En otras
investigaciones se ha demostrado también una muy baja efectividad in vitro por parte del AE S.
officinalis ante el crecimiento de R. stolonifer (Alizadeh-Salteh et al., 2010) y ante el crecimiento
de P. verrucosum (Ozcakmak et al., 2016). Aun siendo que el género Rhizopus y Penicillium
habian demostrado una gran resistencia ante todos los AEs en los primeros ensayos de este
TFM, no se desestimaron los resultados de estos ultimos articulos y se decidid prescindir del AE

de S. officinalis para la parte in vivo de la investigacion.

35



7. Discusidén Pedro G. Martinez Aznar

Como se ha mencionado anteriormente, R. stolonifer y P. expansum demostraron un
crecimiento bastante elevado durante tres ensayos de la parte in vitro de este TFM. Al demostrar
la baja capacidad antifungica de los AEs frente a estos hongos y la elevada capacidad de
esporulacion del primero, fueron descartados estos hongos para el ensayo en caldo PDB y el de
esporulacion en DRBC. Otras investigaciones también demostraron esta misma resistencia por
parte de P. expansum ante AEs como Solidago canadensis (Elshafie et al., 2019); y de parte de
R. stolonifer ante el AE de Cymbopogon citratus L (Tzortzakis y Economakis, 2007) o ante el AE
de M. piperita (Hadian et al., 2008). Sin embargo, en la investigacién de Hadian et al. (2008) si
mostraba susceptibilidad ante el AE de Lavandula angustifolia y Foeniculum vulgare. A su vez
otros autores demostraron que estos dos hongos no poseian una resistencia equiparable a la
obtenida en la parte in vitro de este TFM. En estos articulos se obtuvieron resultados como que
tanto P. expansum como R. stolonifer eran inhibidos al 100% por el AE de Melissa officinalis a
concentraciéon de 1 y 2 ul /disco respectivamente (El Ouadi et al., 2017); que R. stolonifer no
mostraba ser mas resistente que B. cinerea ante AE de tomillo (Plotto, Roberts, D.D. y Roberts,
R.G., 2003); o que para inhibir el crecimiento de R. stolonifer al 100% se necesitaron 200 ppm
de AE de Syzygium aromaticum (Sameza et al., 2016). Por todo ello, en vez de prescindir de R.
stolonifer y de P. expansum se decidid posponer su observacion para la parte in vivo de esta

investigacion.

Por otro lado, en el mismo articulo de Alizadeh-Salteh et al. (2010) se muestran resultados
bastante satisfactorios de la capacidad antifungica de los vapores del AE S. officinalis ante R.
stolonifer. Esto ultimo se contrapone a los resultados obtenidos en los ensayos in vitro de este
TFM, donde los vapores de S. officinalis no mostraron de forma clara una capacidad antifungica.
En otros articulos se experimentd con la capacidad antifingica de otros AEs, demostrando que
la fraccidn volatil del AE de Melissa officinalis era capaz de inhibir el crecimiento de B. cinerea,
P. expansum, y R. stolonifer inoculado en discos de papel a una concentracion de 40 pl, 80 ply
160 ul respectivamente (EI Ouadi et al., 2017). Otros investigadores (Yan et al., 2020)
demostraron que al cabo de 72 horas los vapores del AE de Mentha piperita a 150 pl/L inhibian
al 95% el crecimiento micelar de R. stolonifer. Sin embargo, en el experimento realizado en este
TFM sobre la actividad volatil de los AEs objetivos, el Unico que demostrd un efecto antifingico
fue el de Mentha rotundifolia. Este AE aun habiendo sido inoculado en los discos de papel a una
concentracion del 100%, al cabo de 144 horas solo habia inhibido en un 50 % el crecimiento de
R. stolonifer. Por esto ultimo, se presupuso que los vapores de la mayoria de los AEs utilizados
no tenian un efecto antifungico importante en las concentraciones que se iban a utilizar. Debido

a que la efectividad volatil de los aceites no era de importancia relevante, en la parte in vivo de
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esta investigacién se decidié mantener en el mismo arcén las cajas de frutos infectados con el
mismo microorganismo, pero con diferente tratamiento de AE, para de esta forma facilitar la

logistica del experimento.

En el caso de M. fructicola, este fue el hongo mas susceptible a los tratamientos ensayados
durante la parte in vitro. Estos resultados no acabaron de ser muy fiables debido a lo observado
en el ensayo en DRBC, donde el control negativo de M. fructicola presentaba menor UFC que en
los tratados con AE. Por lo tanto, la capacidad antifungica del AE de S. officinalis mostrada contra
M. fructicola en los ensayos in vitro de este TFM se pusieron en duda. Estos resultados podrian
deberse a la propia cepa de referencia y no al tratamiento con AE, lo cual se puso a prueba en
la parte in vivo frente a otros tratamientos y controles. Otros autores consiguieron inhibir de
forma satisfactoria el crecimiento de este hongo utilizando compuestos activos de AEs como el
Tymol y el Carvacrol (Elshafie et al., 2015) o usando AE de S. canadensis (Elshafie et al., 2019),
tratamiento en el cual M. rotundifolia fue el hongo mas afectado. En otros casos se demostraba
la efectividad de 800 pl/L de AE de lavanda frente M. fructicola (Xiong et al., 2021) o consiguieron
mas de un 90% de inhibicidn in vitro por parte del AE de limdén al 0,5% frente a este mismo hongo
(Mitidieri et al., 2021). Por lo tanto, en este TFM se supuso en un principio que el
comportamiento anémalo de M. fructicola durante el ensayo de DRBC se podria deber a algin

error humano, y se pospusieron las conclusiones sobre este hongo para la parte in vivo.
7.2 Invivo

Tras obtener los resultados de la parte in vitro de la investigacion realizada durante este TFM,
se decidié usar durante la parte in vivo un 5 y 0,5% de concentracion de los AEs de M.
rotundifolia, O. virens y V. officinalis frente a los 5 hongos objetivos. Se decidié la concentracion
de 0,5% debido a los resultados comentados anteriormente, y la concentracion de 5% para
asegurar resultados en caso de que la matriz alimentaria influyera negativamente en la eficacia
de los AEs. En diversas investigaciones al utilizar AEs in vivo obtuvieron resultados satisfactorios
con concentraciones menores a las propuestas en este TFM, como un 100% de inhibicién de B.
cinerea y R. stolonifer usando 1000 ul/l de Lavandula angustifolia (Hadian et al., 2008); o contra
Alternaria en tomate usando 5000 mg/| de Thymus capitatus (Plotto, Roberts, D.D. y Roberts,
R.G., 2003). Por otro lado, otras investigaciones solo consiguieron un 20% de inhibicién de B.
cinerea al usar 1500 ppm de Zataria multiflora en fresas (Mohammadi, Hashemi y Hosseini,

2015).
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Respecto a los controles negativos utilizados en la parte in vivo, se pudo comprobar
efectivamente que el etanol al 3% de concentracidn no tenia un efecto fungicida y, por lo tanto,

no alteraba los resultados de los AEs.

Los Unicos tratamientos observados en este ensayo que pueden suponer una alternativa a los
fungicidas convencionales fueron el AE de M. rotundifolia al 5% contra A. alternata y P.
expansum;y el AE de V. officinalis al 5%y de O. virens al 5% contra M. fructicola. Estos resultados
mencionados anteriormente fueron observados durante el Experimento 1. Sin embargo, A.
alternata y M. fructicola en el Experimento 2 mostraron resultados diferentes frente a estos
mismos tratamientos. La diferencia entre experimentos en el caso de A. alternata aparece
Unicamente en la Figura 18 derivada del andlisis estadistico, mientras que ni en la Figura 17 ni
observando los datos del ensayo sin tratar (no incluidos) se encuentra esta anomalia, sino que

se mantiene el efecto fungicida del AE de M. rotundifolia al 5%.

En los ensayos in vitro de este TFM A. alternata no demostrd de forma clara susceptibilidad
frente a los AEs testados. Otros autores mostraban la resistencia de este microorganismo in vivo
ante el AE de Thymus vulgaris a 1000 pg/ml (Perina et al., 2014). En el caso del ensayo in vivo de
este TFM, este hongo si demostré una gran susceptibilidad ante un AE, el cual fue el de M.

rotundifolia al 5% como se menciond anteriormente.

El crecimiento andmalo en el Experimento 2 de M. fructicola sin embargo podria ser el
crecimiento habitual de la cepa de referencia utilizada. Esto se debe a que en el Experimento 1
se inocularon aprox. 200 pl de la suspension de este microorganismo en el Control negativo y
Control positivo por un error de la micropipeta utilizada. Esta puede ser la razén detras de que
los controles negativos de M. fructicola muestren resultados superiores al resto de tratamientos
en el Experimento 1. Sin embargo, los frutos del Experimento 1 tratados con AEs fueron
inyectados con 20 ul del indculo de M. fructicola y mostraron resultados muy superiores al
Experimento 2. M. fructicola demostrd en la parte in vitro de esta investigacion ser bastante
susceptible ante la presencia de AE y poseer un crecimiento ralentizado. Esto ultimo se asemeja
a los resultados comentados del Experimento 2 de la parte in vivo. Como se menciond
anteriormente, diferentes autores trataban M. fructicola sin encontrar resultados tan extrafios
como los obtenidos en el ensayo en DRBC de la parte in vitro y en el ensayo de la parte in vivo
de este TFM. La susceptibilidad hacia los tratamientos de AE demostrada por M. fructicola
coincide con otros articulos (Elshafie et al., 2015 y 2019; Xiong et al., 2021; Mitidieri et al., 2021)
pero ésta podria deberse a un problema de crecimiento de la cepa de referencia o una

contaminacién de esta.
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En el caso de P. expansum, en la parte in vitro de este trabajo fin de master demostré una gran
resistencia ante los AEs testados. Como se ha mencionado anteriormente, en la parte in vivo se
mostraba como el AE de M. fructicola al 5% tenia mayor efecto fungicida que el fungicida de
eleccién. A su vez, incluido ante el control positivo, el diametro de heridas provocadas por este
hongo alcanza aprox. el dia 10 el valor de 50 mm. De esto Ultimo es excepcidon M. rotundifolia al
5%, donde solo llega a alcanzar aprox. 30 mm. Por lo tanto, frente P. expansum el AE de M.
rotundifolia a un 5% de concentracién podria ser una alternativa al fungicida elegido. Mediante
el ensayo de dilucién en disco se ha demostrado una baja eficacia por parte del AE de Mentha
piperita contra Penicillium spp. (Mironescu y Georgescu, 2008). Sin embargo, otros articulos
consiguieron inhibir P. expansum mediante el uso de M. officinalis (El Ouadi et al., 2017) y
resultados similares al de este TFM usando M. piperita frente Penicillium verrucosum (Ozcakmak

et al., 2016).

Frente a R. stolonifer y B. cinerea ninguno de los AEs examinados durante el ensayo in vivo tuvo
mayor efectividad que el fungicida de eleccidn. En el caso de R. stolonifer el Unico agente con
efecto fungicida ante este hongo es el fungicida de eleccion. El AE de M. rotundifolia al 5% vy el
de O. virens al 5% demostraron un mayor efecto contra este microorganismo que el resto de
AEs, pero siguen teniendo menor efectividad que el control positivo. Lo cual coincide con los
ensayos in vitro de este TFM, donde se demostro la alta resistencia de R. stolonifer a los AEs.
Como se ha mencionado anteriormente, otros autores han obtenido resultados satisfactorios
contra este hongo utilizando AEs como la M. spicata (Yan et al., 2020; Filho et al., 2021) u O.
vulgare L. junto con chitosan (Dos Santos et al., 2012). Resultados que no se han podido plasmar

en este TFM.

Aunque en el Experimento 1 B. cinerea mostré susceptibilidad ante los tratamientos con AEs,
durante el Experimento 2 provocd en la mayoria de los frutos heridas de mayor tamafo que los
demds hongos, a excepcion de R. stolonifer. A esta afirmacidn los resultados no fueron similares
ante el control positivo y ante el AE de O. virens al 5%. Por ende, el AE de O. virens al 5% es el
tratamiento mas efectivo y similar al efecto antifungico del fungicida de control. En otras
matrices alimentarias como fresas (Vitoratos et al., 2013) o uvas (Jacometti, Wratten y Walter,
2010) también se ha destacado la satisfactoria capacidad antifungica del AE de O. vulgare L.

frente a este mismo hongo.
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8

CONCLUSIONES

El contacto directo con los AEs de M. rotundifolia, O. virens y V. officinalis manifesté ser el
método in vitro mas efectivo a la hora de inactivar los hongos testados. El uso de un 10% de

concentracién de AEs resultd ser excesivo.
M. fructicola exhibié un crecimiento anémalo o una gran sensibilidad a los AEs utilizados.

Los resultados obtenidos frente a A. alternata no fueron totalmente concluyentes, aunque,

el AE de M. rotundifolia fue el que mayor eficacia presenté en la parte in vivo.

Contra B. cinerea, el Unico AE que mostré una efectividad de forma consistente fue O. virens

al 5%, pudiendo suponer una alternativa a los fungicidas.

R. stolonifer manifestd, durante todos los ensayos, una gran resistencia ante los AEs
utilizados. Ninguno de los tratamientos es eficaz como alternativa a los fungicidas ante este

microorganismo.

Aunque los resultados no son totalmente consistentes, el AE de M. rotundifolia a un 5%,

podria suponer una alternativa a los fungicidas quimicos frente a P. stolonifer.

En general, el AE de S. officinalis no presentd una capacidad antifungica suficiente, siendo la

menor de todos los AEs investigados.

Los AE de M. rotundifolia y O. virens fueron los AEs mads eficaces en los ensayos in vitro,
mientras que en los ensayos in vivo; el AE de M. rotundifolia fue el Unico que mostré de

forma consistente ser un tratamiento alternativo a los fungicidas.

El uso de AEs puede ser una alternativa comercial frente al uso de fungicidas convencionales
de origen quimico. Sin embargo, es necesario profundizar en el conocimiento respecto a las
concentraciones y forma de aplicacidon de los AEs para obtener resultados extrapolables a

su uso de forma comercial.
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CONCLUSIONS

1. Direct contact with the AEs of M. rotundifolia, O. virens and V. officinalis proved to be the
most effective in vitro method to inactivate the fungi tested. The use of 10% concentration

resulted in being excessive.
2. M. fructicola showed anomalous growth or high sensitivity to the AEs used.

3. Results against A. alternata were not conclusive, although, M. rotundifolia EO showed the

higher efficacy in the in vivo part.

4. Against B. cinerea the only EO that showed sound effectiveness was O. virens at 5%, which

could be an alternative to fungicides.

5. R. stolonifer showed a high resistance to all the EO used in all the trials. None of the

treatments is effective as an alternative to fungicides against this micro-organism.

6. Although the results are not entirely consistent, 5% EO from M. rotundifolia could be an

alternative to chemical fungicides against P. stolonifer.
7. Overall, S. officinalis EO showed a lower antifungal capacity than the other EOs.

8. M. rotundifolia and O. virens were the most effective EOs in the in vitro trials, while in the in
vivo ones, the EO of M. rotundifolia was the only one that proved to be an alternative

treatment to fungicides.

9. The use of AEs can be a commercial alternative to the use of conventional fungicides of
chemical origin. However, more research is needed on the concentrations and application

of AEs in order to obtain results that can be extrapolated to their commercial use.
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Comunicaciones Cientificas
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10 ANEXOS

Figura 19. Caja con 5 manzanas y sus 3 repeticiones infectadas con un hongo patdgeno, e inoculadas con un
tratamiento en cada una de sus dos perforaciones en el ecuador. La caja se encuentra apilada con otras dos cajas

dentro de un arcén. Dias transcurridos tras la inoculacion: 0.

Figura 20. Arcones sellados que contienen cajas con manzanas sometidas a diferentes tratamientos e infectadas con

dos hongos distintos (A. alternata y P. expansum).
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Figura 21. Placas Petri con medio PDA, inoculadas con Monilinia fructicola y un disco de papel que contiene 10 pl
de AE (al 10% de concentracién) o control, tras 144h a 24 °C.

Control -: Diluyente y Agua estéril. C+1: Control negativo 1, TIRAM vy diluyente. C+2: Control negativo 2,
Ciproconazol y diluyente. Orégano: AE de O. virens. Menta: AE de M. rotundifolia. Salvia: AE de S. officinalis.

Valeriana: AE de V. oficinalis.

Figura 22. Placas Petri con medio PDA, inoculadas con Botrytis cinerea y un disco de papel que contiene 10 pl de

AE (al 10% de concentracién) o control, tras 144h a 24 °C.

Control -: Diluyente y Agua estéril. C+1: Control negativo 1, TIRAM vy diluyente. C+2: Control negativo 2,

Ciproconazol y diluyente. Orégano: AE de O. virens. Menta: AE de M. rotundifolia. Salvia: AE de S. officinalis.

Valeriana: AE de V. oficinalis.
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Figura 23. Placas Petri con medio PDA, inoculadas con Alternaria alternata y un disco de papel que contiene 10 pl

de AE (al 10% de concentracién) o control, tras 144h a 24 °C.

Control -: Diluyente y Agua estéril. C+1: Control negativo 1, TIRAM vy diluyente. C+2: Control negativo 2,
Ciproconazol y diluyente. Orégano: AE de O. virens. Menta: AE de M. rotundifolia. Salvia: AE de S. officinalis.

Valeriana: AE de V. oficinalis.

Figura 24. Placas Petri con medio PDA, inoculadas con Rhizopus stolonifer y un disco de papel que contiene 10 ul de

AE (al 10% de concentracion) o control, tras 144h a 24 °C.
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Control -: Diluyente y Agua estéril. C+1: Control negativo 1, TIRAM vy diluyente. C+2: Control negativo 2,
Ciproconazol y diluyente. Orégano: AE de O. virens. Menta: AE de M. rotundifolia. Salvia: AE de S. officinalis.

Valeriana: AE de V. oficinalis.
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Figura 25. Placas Petri con medio PDA, inoculadas con Penicillium expansum y un disco de papel que contiene 10 pl
de AE (10%) o control, tras 144h a 24 °C.

Control -: Diluyente y Agua estéril. C+1: Control negativo 1, TIRAM vy diluyente. C+2: Control negativo 2,
Ciproconazol y diluyente. Orégano: AE de O. virens. Menta: AE de M. rotundifolia. Salvia: AE de S. officinalis.

Valeriana: AE de V. oficinalis.
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Figura 26. Poster presentado en el 11l Congreso Cyta- CESIA Junior “Utilizacion de aceites esenciales para la

conservacion postcosecha de fruta de pepita”.

INTRODUCCION

La manzana (Wals domesticd), se trata de una de las frutas mas LosAEs tuvieraon mayor efecto inhibitorio gque los hidrolatos a una

producidas en Espafia (Wenturini et af, 200Z2), siendo este el 5% rristma concentracion (Figura 3y 43

productor con G00.000 tiafo. Las ograndes pérdidas econdmicas 5. officinalis y Y. officinafis Tueron 10s que menar efecto tuvieron.

postcosecha son ocasionadas por las especies de hongos (Bl Quadi Q. wirens v M. rolundifoliz presentaron una gran capacidad

et af, 2017, Poniatowska ef af, 2012): antifingica, afectando a la velocidad de crecimiento.

- Moniinie  fructicola,  Botnlis  chherea, Afernariz alternata, Se obtuvieron los MIC ¥ MFC para conocer los rangos efectivos
Penic ium expansumy Rhizopus stolonfer. de concentracidn de cada AE (Tabla1y 2.

FPor todo ello, frente a fungicidas corvencionales se han planteado

alternativas mediante el uso de:

- Aceites esenciales (AEs) Origarum wirens, Salia officinalis,
Y aleriana officinalis v Mentha rotundifolia.

- Hidrolatos de cada AE, subproducto de |a destilacidn del AE.

-

El chjetivo de este trabajo es determinar la capacidad inhibitorié. de
AEsobtenidos de plartas aromaticas de cultivo de Aragdn frente alos
principales hongos alterantes post-cosecha de la manzana.

MATERIALES Y METODOS

Material de partida:

- AES O virens (B00) - M. ratundifoiia (4731 - 5. offcinalis (7150 - Y.
officinalis (IAAL) v sus hidrolatos.

- Cepasfingicas . . . ‘ ‘
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CONCLUSIONES

1. Los AEs en general, v 05 de Q. wirens y W, rotundifoliz en particular, mostraron capacidad antifdngica inowifro, principalmente frerte a M.
fructicola, B. cinereay A. atternata.

2. La capacidad antiflingica es notable a bajas concentraciones de AEs, sin embargo son necesatias altas concentraciones de hidrolatos.

3. Eluso de hidrolatos puede ser una interesante alternativa de bajo coste para inhibir o ralentizar el crecimiento fingico en frita.
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