ARTiCULO ALTERNATIVA A LOS FUNGICIDAS
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Se estudia el uso de aceites esenciales de Mentha rotundifolia, Origanum virens, Salvia
officinalis y Valeriana officinalis como alternativa a los fungicidas de origen quimico
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INTRODUCCION

Las podredumbres postcosecha en la fruta causan
enormes pérdidas econdmicas cada afio (Elshafie et
al., 2015). Estas podredumbres suelen estar causadas
en su mayoria por hongos, entre los que podriamos
destacar aquellas infecciones causadas por hongos de
las especies Penicillium spp., Alternaria spp., Fusarium
spp., Rhizopus spp., Botrytis spp., Monilinia spp.,
Collectotrichum spp., Fusarium spp. y Verticillium spp.

El modo clasico de lucha contra este tipo de patologias
es la utilizacién de fungicidas de sintesis tanto en

“Las
podredumbres
postcosecha en

la fruta causan
enormes pérdidas
economicas”
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la etapa precosecha como en la postcosecha. Sin
embargo, la aparicion de cepas resistentes, las
limitaciones legales, el detrimento de su efectividad,
sus consecuencias negativas en lasaludy la
naturaleza (El Khetabi et al., 2021; Camele et al.,
2012; Venturini et al., 2002) y la concienciacién por
parte del consumidor en la busqueda de productos
libres de sustancias quimicas, ha impulsado la
busqueda de alternativas para la conservaciéon
postcosecha de fruta fresca.

Entre las alternativas actualmente estudiadas
encontramos la utilizacién de aceites esenciales

Se evalud in vivo la eficacia antifiingica de los AEs tras su aplicacién sobre manzanas ‘Golden Delicious’ recién cosechadas.
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(AEs) extraidos de plantas aromaéticas. Los AEs son
liquidos oleosos, volatiles y olorosos con propiedades
antimicrobianas. Son considerados compuestos
GRAS (Generally Recognized As Safe) (Yan et al.,
2020), seguros para el consumo alimentario y que

no dejan ningun residuo en el fruto. Suelen tener
composiciones muy complejas, y en ellas destacan
distintos compuestos activos como linalol, eugenol,
timol, carvacrol, citral y eucaliptol. Algunos de los AEs
gue mas se estan estudiando para su utilizaciéon en la
postcosecha de distintas frutas son los obtenidos del
orégano, la canela, el tomillo, la menta, el romero, el
clavo, lalavanday la salvia.

En el trabajo que presentamos, nuestro objetivo fue la
utilizacién de AEs de plantas aromaticas provenientes
de Aragdn (Fig. 1) como alternativa a los fungicidas
de origen quimico para la conservacién de manzana
fresca. Para ello llevamos a cabo una parte de ensayos

eypasa

Valeriana officinalis.

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.

MATERIALY METODOS

El estudio in vitro consistié en evaluar la eficacia
antifingica de los AEs obtenidos de M. rotundifolia, O.
virens, S. officinalis y V. officinalis frente a los hongos
M. fructicola, B. cinerea, A. alternata, P. expansum y R.
stolonifer (Fig. 2). Se utilizaron diferentes métodos
para la evaluacion de esta capacidad antifungica como
la difusién de AEs en disco, la diluciéon de AEs en agar
patata dextrosa (PDA), la dilucién de AEs en caldo de
patata dextrosa (PBD) y la generacion de esporas en
agar dicloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBD).
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Figura 1: Cultivo de orégano (Origanum virens) para la extraccion de su aceite esencial en Aragon. Foto: Estacion Experimental de Aula Dei (CSIC)
y CITA Zaragoza.

Figura 2: Cepas de Monilinia fructicola, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Rhizopus stolonifer y Penicillium expansum (de izqda. a dcha. y de arriba
abajo) utilizadas en este estudio. Foto: Estacion Experimental de Aula Dei (CSIC) y CITA Zaragoza.
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Figura 3. Esquema del ensayo in vivo llevado a cabo en este trabajo. AE: Aceite Esencial. UFC: Unidades Formadoras de Colonias. [Esporas]:
Concentracion de esporas de la suspension del raspado del hongo. Foto: Estacion Experimental de Aula Dei (CSIC) y CITA Zaragoza.

Posteriormente, se evalué in vivo la eficacia antifiingica
de los AEs procedentes de M. rotundifolia, O. virens y
V. officinalis frente los mismos hongos, determinado su
capacidad antifungica postcosecha tras su aplicacién
sobre manzanas ‘Golden Delicious’ recién cosechadas.
Previamente a comenzar el ensayo, se desecharon
aquellos frutos afectados con cualquier tipo de
herida, golpe o abrasién superficial. Posteriormente,
la superficie de los frutos se desinfecté sumergiendo
las manzanas en agua con un 1 % de hipoclorito de
sodio durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras

un aclarado exhaustivo con agua, se dejaron secar
totalmente a 20°C antes del ensayo.

En la zona ecuatorial de cada uno de los frutos, se
realizaron dos heridas de unos 2 mm de diametro,
perforando la pulpa del fruto con una aguja estéril
(Fig. 3). 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 laizquierda; y 30 uL
de ladisolucion al 5 % del mismo aceite en la herida de
la derecha. Se mantuvieron a temperatura ambiente
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durante 1 horay seguidamente se inocularon 20 pL

de la suspensién del microorganismo correspondiente
en cada unade las heridas. Tras la inoculacion, las
manzanas fueron almacenadas en arcones de plastico
herméticos con papel humedecido en su interior con el
fin de mantener una alta humedad relativa y facilitar el
crecimiento del hongo. Tras 3, 7 y 10 dias, se midi6 el
didmetro del dano generado por el hongo.

Los AEs de M. rotundifolia, O. virens y S. officinalis
fueron obtenidos en el Laboratorio de Plantas
Aromaticas del CITA en una planta de destilacién semi
industrial mediante destilacion por arrastre de vapor.
Esta extraccion fue realizada en un rango de presién de

“Estas podredumbres
suelen estar causadas
por hongos de diversas
especies”
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vapor de 0,5 a 1 bar. El AE de V. officinalis fue adquirido
comercialmente. A partir de estos AEs se realizaron
suspensiones de concentracién 0,5 %y 5 %, utilizando
Tween 80 como diluyente (0,05 %) y etanol (3 %) junto
a agua estéril (Venturini et al., 2002).

“Los AEs son liquidos oleosos,
volatiles y olorosos con
propiedades antimicrobianas”

La cepade M. fructicola fue cedida por el grupo de
Patologia Postosecha del Instituto de Investigaciény
Tecnologia Agroalimentarias (IRTA). Las cepas de B.
cinerea, A. alternata, P. expansum y R. stolonifer fueron
obtenidas de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT). Estas cepas se reaislaron en placas de Petri
con 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. El in6culo de
cada uno de los hongos se obtuvo mediante raspado
superficial, con asa de siembra estéril, de placas Petri
con PDA cuyo grado de esporulacién estaba en un
estado avanzado. Las esporas y micelio obtenidos se
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depositaron en un tubo con agua destilada estéril, y se
ajustaron las concentraciones a 104 esporas/mL. Esta

suspension final se repartié en alicuotas de 1,5 mL que
se mantuvieron en refrigeracién hasta su utilizacion.

“Los AEs tienen compuestos
activos como linalol, eugenol,
timol, carvacrol, citral y
eucaliptol”

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién in vitro

En el ensayo de difusiéon de AEs en disco, todos los AEs
fueron efectivos, en mayor o menor medida, frente a
A. alternata y M. fructicola. B. cinerea Unicamente fue
inhibido por S. officinalis, mientras que R. stolonifer
mostré una alta resistencia, no siendo afectado por
ninguno de los AEs ensayados.

En el ensayo de dilucién de AEs en medio de cultivo

PDA, todos los hongos fueron inhibidos frente a los
AEs al 10 % de concentracién, con la excepcién del
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Figura 4. Progresion de la herida tras 10 dias en manzanas inoculadas con P. expansum; y AE de M. rotundifolia al 0,5% (herida de la izquierda) o
de M. rotundifolia al 5% (herida de la derecha). Foto: Estacion Experimental de Aula Dei (CSIC) y CITA Zaragoza.

AE de S. officinalis, en cuyas placas se podia visualizar
crecimiento de todos los hongos a excepcion de M.
fructicola.

En el ensayo de dilucién en caldo PDB se determiné
la MIC (concentracién minima inhibitoria) de los AEs
frente a cada hongo. El MIC mas habitual de los AEs
contra los patégenos ensayados fue 0,25 %. Frente

a M. fructicola, el MIC de O. virens y M. rotundifolia
fue de 0,125 %. A. alternata mostré tener una mayor
resistencia frente a los AEs con unos valores de MIC
de O. virens y S. officinalis del 1 %.

En el ensayo de germinacién de esporas en cultivo
DRBC, M. fructicola fue inhibido por todos los AEs a
concentraciones del 1y 0,5 %. En el caso de B. cinérea,
hubo efecto inhibitorio por parte del AE de O. virens y
M. rotundifolia al 1% de concentraciéon. A. alternata no
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presentd inhibicién en la generacién de esporas frente
aninguno de los 4 AEs.

“Para el estudio in vilro se usaron
diferentes métodos, como la
difusion de AEs en disco”

Evaluacién in vivo

Los ensayos in vivo determinaron que los AEs

de plantas aromaticas tienen un potencial como
tratamiento frente a la actividad antifiingica de los
hongos mas comunes en postcosecha. Sin embargo,
y como se esperaba, el efecto antiflingico a las
concentraciones estudiadas (entre 0.5 %y 5 %) es
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menor que el efecto antiflngico de los tratamientos
realizados con fungicidad de sintesis.

“El tratamiento con
AE de M. rotundifolia
al 5 % fue uno de los
mas efectivos”

El tratamiento con AE de M. rotundifolia al 5 % fue
uno de los mas efectivos entre los AEs probados,
especialmente frente a las infecciones de A. alternata
y P. expansum (Fig. 4). El tratamiento con O. virens al 5
%y el de V. officinalis al 5 % también mostré un control
de lainfeccién de M. fructicola. Por otro lado, el AE

de S. officinalis presenté una capacidad antifungica
menor que el resto de los AEs. Sin embargo, R.
stolonifer resulté ser el hongo mas resistente siendo el
menos afectado por los AEs ensayados como control
postcosecha.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demostraron que los
AEs de M. rotundifolia y O. virens al 5 % pueden ser una
alternativa frente a los fungicidas quimicos para el
control de algunas de las podredumbres postcosecha
mas comunes en manzana. Por el contrario, el AE de
S. officinalis demostrd la menor capacidad antiflingica
entre los AEs estudiados.

Los resultados de este trabajo mostraron también
que la capacidad antifiingica de los AEs de plantas
aromaticas, a las concentraciones a las que se puede
trabajar con ellos sin tener efectos secundarios
negativos en la fruta, es menor que la de los
fungicidas de sintesis utilizados convencionalmente.

A pesar de ello, este trabajo demuestra que la
utilizacion de AEs es actualmente una linea de
investigacién con un gran interés y potencial para su
aplicacién inmediata en la industria agroalimentaria
por tratarse de un tratamiento natural, sin residuos,
respetuoso con el medio ambiente y con la salud

del consumidor, y perfectamente compatible con
agricultura ecolégica, la economia circular y la
utilizacién de subproductos.

“La capacidad antifungica
de los AEs de plantas
aromaticas es menor

que la de los fungicidas de
sintesis”
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