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RESUMEN

En unos tiempos en los que la eliminacion o reduccion del uso de fungicidas
sintéticos utilizados para el control de las podredumbres en poscosecha constituye una
necesidad, la busqueda de sustancias inocuas o de muy reducida toxicidad que resulten
ser una alternativa vélida es un tema de investigacion fundamental en este campo. Sin
embargo, este tipo de investigacion, realizado con este enfoque, se esté realizando desde
hace al menos 40 afios y aln no existe una alternativa eficaz y econdmica para sustituir
a los fungicidas de sintesis. Es por ello que los mayores esfuerzos se estan enfocando,
por un lado, a evaluar la integracion de dos o mas sistemas fisicos y/o quimicos
compatibles o complementarios y, por otro lado, a obtener genotipos resistentes a las
principales podredumbres en poscosecha. La opcién que parece mas operativa a corto
plazo, consiste en la realizacion de tratamientos utilizando sustancias de baja o nula
toxicidad con accion sinérgica con los fungicidas de sintesis tradicionales con el
propdsito de reducir significativamente las dosis de los productos nocivos en los
tratamientos fitosanitarios, con el consiguiente descenso de la toxicidad y residuos;
estrategia que nos permitiria adecuar los tratamientos fitosanitarios de los citricos dentro

de una Produccion Integrada.

Investigando sobre esta linea, el presente trabajo expone el efecto de los
extractos naturales de aceites esenciales de clavo y canela sobre el crecimiento de los
hongos P. digitatum y P. italicum y sobre las podredumbres provocadas por estos
hongos en frutos de limdn. Los ensayos se realizaron in vitro, midiendo el crecimiento
de los distintos aislados sobre diferentes dosis de los extractos de aceites, e in vivo,
sobre frutos de limén inoculados con los patdgenos y tratados con la dosis mas baja que
inhibio el crecimiento de los aislados de los hongos in vitro, con la dosis comercial del
fungicida imazalil y con una mezcla de imazalil y aceites esenciales. Los dos extractos
de aceites esenciales controlaron totalmente el crecimiento de los hongos a la dosis de
500 pL/L, mientras que 200 puL/L redujo el crecimiento e inhibid la esporulacion de los
dos hongos. Los tratamiento con clavo y canela tuvieron efectos similares al imazalil en
el control de las podredumbres de los frutos de limén, mientras que el tratamiento a
base del uso combinado de una reduccion del 75% de la dosis comercial de imazalil,
junto con unas dosis muy bajas de aceites de clavo y canela (200 uL/L) arroj6 el mejor

resultado, con una reduccion de las podredumbres en general superior al 10% respecto



al tratamiento comercial con imazalil y, lo que fue importante, la esporulacion del
hongo se vio altamente reducida, por lo que se evitaria, de esta manera, la

contaminacion de camara ocasionada por frutos podridos dispersos.
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Capitulo 1.

Objetivos y antecedentes
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Las perdidas econdmicas ocasionadas por las enfermedades de postcosecha
constituyen uno de los principales problemas de nuestro sector citricola. Las
enfermedades fungicas son la fuente mas importante de dafios en el fruto y de pérdidas
después de la recoleccion (Davies y Albrigo, 1994).

Las pérdidas por podredumbres totales de los citricos son muy variables,
dependiendo ampliamente de la zona productora, condiciones de campo y de
almacenamiento (Martinez, 2007). Diversos estudios indican que estas pérdidas
representan entre un 5 y 8% del total de la fruta manipulada durante toda la campana de
comercializacion (Vifas et al., 2005), alcanzando valores incluso superiores al 12% en
afios de climatologia anormal (Perucho y Tuset, 2001). Las podredumbres ocasionadas
por Penicillium son las principales causas de perdidas de los frutos citricos durante su
comercializacion en condiciones mediterraneas (Tuset, 1987; Vifias et al., 2005), éstas
alcanzan del 60 al 80% del total de los agrios (Tuset, 1987); siendo la podredumbre
verde, sin ningun género de dudas, la principal de nuestros agrios a lo largo de toda la
campafna de comercializacion. Sin embargo, en los limones, la podredumbre verde
presenta una incidencia mucho mas baja que en naranjas o mandarinas (Tuset, 1987). La
podredumbre verde suele tener una elevada incidencia a principio y mitad de la
campafa de comercializacién, mientras que la azul suele ser importante al final de la
misma. Las lluvias tempranas seguidas o no de tiempo seco y caluroso son factores
climaticos muy a tener en cuenta porque favorecen la podredumbre azul, mientras que la
podredumbre verde se ve acrecentada por lluvias mas tardias seguidas de ambiente
himedo y fresco.

Diversas especies de hongos estan presentes en los frutos citricos y causan
podridos parasitarios, que en muchas ocasiones pueden llegar a ser muy severos. La
gran mayoria de los podridos parasitarios que se producen desde que los frutos citricos
son recolectados hasta que llegan al consumidor son debidos a los patdgenos
Penicillium digitatum y Penicillium italicum, causantes de las podredumbres verde y
azul respectivamente (Eckert y Brown, 1986, Tuset, 1987). En el caso del moho azul, la
propagacion del deterioro se produce por el contacto de unas piezas con otras, causando
serios problemas en almacenamiento a largo plazo (Barmore y Brown, 1982). EI moho
verde requiere heridas abiertas para que se produzcan dafos (Davies y Albrigo, 1994),
por tanto, es incapaz de infectar a otros frutos adyacentes a menos que éstos estén

previamente dafiados (Barmore y Brown, 1982).
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La solucién mas eficaz empleada hasta ahora contra esta accion parasitaria
consiste en el empleo de fungicidas basados en compuestos de sintesis quimica,
compuestos que han permitido controlar el desarrollo de podredumbres en citricos y,
debido a ello, extender su vida comercial, haciendo posible su venta en mercados tan
alejados como Estados Unidos o Japon. Sin embargo, la aplicacion masiva y continuada
de productos de sintesis ha provocado la aparicion de dos problemas fundamentales a
los que nos enfrentamos desde hace relativamente pocos afios: la aparicién de
resistencias y los problemas relacionados con los residuos en los seres vivos y en la

contaminacion del medio ambiente (Martinez, 2007).

Por un lado, la aparicion de cepas resistentes entre los microorganismos
patogenos obliga al empleo de dosis superiores o de sustancias de mayor poder letal.
Ademas, la eficacia de estos tratamientos depende del modo de aplicacion, ya que los
productos fungicidas, al aplicarse conjuntamente con ceras, necesitan ser suministrados
a dosis superiores para conseguir una efectividad similar a la observada cuando se
aplican en ducha, siendo su aplicacion mediante bafio la que ofrece los mejores

resultados.

Los hongos mas afectados por estas resistencias que se generan con el uso
continuado de este tipo de compuestos fungicidas son los del género Penicillium y los
fungicidas implicados son los derivados del benzimidazol. Estos fungicidas, que son la
base de la defensa antifingica durante la comercializacion, especialmente el tiabendazol
y el benomilo, se extendieron en los almacenes de confeccion en la década de los 70.
Muy pronto, al afio y medio del inicio de su uso, Harding, en 1972, encontrd
resistencias al tiabendazol en California. A partir de entonces, y de forma continuada,
las resistencias de estos hongos a los benzimidazoles ha sido indicada en EE.UU.
(Smoot y Brown, 1974), Israel (Gutter, 1973), Espafa (Tuset et al., 1981), etc. También
la resistencia cruzada entre los fungicidas del grupo, especialmente para el tiabendazol y
el benomilo, ha sido confirmada y en algunos casos aun sin el empleo de uno de ellos
(Smoot y Brown, 1974) y, lo que es mas peligroso, la resistencia multiple entre

fungicidas de diferentes grupos.

En los afios 80, un nuevo fungicida del grupo de los imidazoles, el imazalil,
comienza a emplearse con éxito en los almacenes pues controlaba los aislados de los

Penicillium resistentes a los benzimidazoles. No obstante, al comienzo de los afios 90 se
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detectaron resistencias en estos hongos al nuevo fungicida, lo que condicioné al imazalil

a ser aplicado en la post-recoleccion de los citricos con precauciones.

La proliferacion de estas cepas resistentes esta siendo un gran problema en zonas
productoras de citricos como Israel, California, Florida, Sudafrica, etc. y cada vez méas
en Espafia, que en los ultimos afios ha visto como el porcentaje de cepas de P. digitatum
resistentes al imazalil se situaba en torno al 30% (Bus et al., 1991).

El otro problema al que nos enfrentamos es la contaminacion del medio
ambiente. Los fungicidas de sintesis permanecen largo tiempo sin ser degradados, en
consecuencia, el medio ambiente sufre un mayor grado de contaminacion a cargo de
estos compuestos, o de sus derivados. Por otra parte, existe un creciente rechazo a
consumir productos con compuestos quimicos de sintesis afiadidos, ya que éstos son
potencialmente téxicos para el ser humano (Klein y Lurie, 1991), y pueden causar
carcinogenesis, teratogénesis, alta toxicidad y otros efectos en humanos vy

contaminaciones en el medio ambiente (Meepagala et al., 2002).

Por tanto, el crecimiento de la conciencia del impacto de caracter perjudicial que
las sustancias quimicas sintéticas producen sobre el medio ambiente y la salud humana,
estd impulsando a la bulsqueda de nuevas alternativas para la produccion y
almacenamiento de productos hortofruticolas como el manejo integrado de plagas y
enfermedades, la agricultura ecoldgica, la aplicacion de métodos fisicos no
contaminantes para preservar la calidad de los productos hortofruticolas recolectados, la
utilizacion de sustancias alternativas a los fungicidas de sintesis de nula o muy baja
toxicidad o el fortalecimiento de los sistemas fisicos 0 quimicos naturales de defensa
contra las enfermedades, todos ellos con menos efectos negativos que la utilizacion de

fungicidas tradicionales.

Los movimientos legislativos de los gobiernos se dirigen hacia una compleja
restriccion del uso de fungicidas e insecticidas convencionales de los cuales los
agricultores han dependido durante décadas. En enero de 2009, el Parlamento Europeo
acordo el texto de una nueva regulacion para todas aquellas sustancias relacionadas con
la proteccion de los cultivos, que reemplazaban a las directivas 79/117/UE vy
91/414/UE. La nueva regulacion 1107/2009/UE vy el listado de sustancias y usos
autorizados (EC540-2011) es mas exigente en relacion a riesgos para la salud y medio

ambiente y pone unos requisitos bastante rigurosos para la introduccion de nuevos
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sanitarios en el mercado. Es por ello, por lo que es necesario volcarse en la
investigacion con metodos alternativos o complementarios que permitan reducir o
incluso eliminar la mayor parte de los productos de sintesis. La aplicacion de fungicidas
de sintesis al control de las podredumbres en poscosecha no escapa a las nuevas y
exigentes regulaciones. En este sentido, se ha investigado nuevos sistemas de control de
las podredumbres en poscosecha basados en procedimientos fisicos, medidas de
prevencion en campo y almacén, métodos bioldgicos y métodos quimicos basados en
sustancias naturales o inocuas con el fin de reducir la presencia de residuos en los
frutos, la liberacion de residuos al medio ambiente, la proliferacion de aislados
patogenos resistentes y ampliar el abanico de comercializacion de los productos en los

sistemas de Produccidn Integrada, Residuo Cero o Produccion Ecoldgica (Palou, 2007).

Los tratamientos fisicos, consistentes en un almacenamiento de los frutos a altas
temperaturas y alta humedad ambiental durante periodos de tiempo variable, no se estan
utilizando en citricos por el elevado coste que supone calentar grandes cantidades de
fruta varios dias. En Israel se ha patentado un sistema llamado “hot water brushing”
(HWB) consistente en un cepillado de los frutos en la linea de confeccion unos 20 s

simultaneo a la aplicacion en ducha de agua caliente a 62 °C (Palou, 2007).

La irradiacién a dosis bajas (2-8 kJ m®) de luz ultravioleta lejana o de baja
longitud de onda (UV-C, entre 100 y 280 nm) sobre los citricos ya recolectados puede
inducir resistencias en la piel del fruto contra enfermedades de poscosecha. Distintas
companiiias estan desarrollando prototipos para la integracion de forma practica y
econdmica de sistemas de aplicacion de luz UV-C en las lineas de confeccidn de citricos
(Palou, 2007).

Como sistemas fisicos complementarios a otros tratamientos antifungicos de
poscosecha pueden citarse la propia conservacion frigorifica (a 3-5 °C para naranjas y
mandarinas) y la conservacion frigorifica en atmosferas controladas convencionales (5-
10% O, + 0,5% CO,), atmasferas con monoxido de carbono, atmosferas de baja presion
0 hipobéricas y atmosferas ozonizadas. ElI almacenamiento en estas condiciones no
ejerce por si mismo una actividad fungicida pero si una accion fungistatica de inhibicién
0 retraso del crecimiento de los patdgenos. No obstante, la utilizacion de estas
atmosferas no se ha generalizado porque las ventajas que proporcionan no compensan

los elevados costos de instalacion y mantenimiento (Palou, 2007).
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En cuanto a los productos quimicos alternativos a los fungicidas de sintesis
tradicionales deben ser sustancias, naturales o de sintesis, con efectos residuales sobre el
medio ambiente y toxicoldgicos sobre las personas y animales conocidos y muy bajos.
Por este motivo la mayoria de los candidatos que se ensayan son sustancias presentes de
forma natural en plantas, animales o microrganismos. Este es el caso de distintos
extractos de plantas superiores, como los glucosinolatos, producidos por especies de la
familia de las cruciferas, o los extractos de Aloe vera o de especies de los géneros
Allium y Capsicum. Los aceites esenciales de un numero importante de especies
vegetales (por ejemplo de los géneros Citrus, Thymus, Origanim, Salvia, Mentha,
Rosmarinus, Pinus o Eucaliptus) han sido evaluados por su capacidad fungitoxica y
algunos de los compuestos responsables de esta capacidad han sido identificados. Entre
ellos destacan el carvacrol, el p-anisaldehido, la L-carvona, el eugenol o la D-limonina
(Palou, 2007).

Los aditivos alimentarios y las sustancias catalogadas como “Generally
Recognized as Safe” (GRAS), son compuestos permitidos sin restricciones por las
distintas legislaciones para muchas y variadas aplicaciones en el campo
agroalimentario. Entre mas de 40 aditivos que se ensayaron en el Centre UdL-IRTA de
Lleida como soluciones acuosas para el control de P. digitatum en citricos, los mejores

resultados se obtuvieron con el sorbato potésico y el benzoato sédico (Palou, 2007).

Aunque a nivel experimental se han encontrado y patentado en laboratorios de
todo el mundo numerosas levaduras, bacterias y también hongos filamentosos con
capacidad antagdnica contra las podredumbres verde y azul de los citricos, Unicamente
son tres los microrganismos que se han comercializado hasta el momento: las levaduras
Candida oleophila y Criptococcus albidus y la bacteria Pseudomonas syringae (Palou,
2007).

Ademas, una estrategia alternativa al uso de los fungicidas tradicionales en la
batalla contra los patdgenos podria ser la alteracion de los mecanismos de defensa
naturales de las plantas. A este respecto, existen algunos estudios que tratan de
averiguar el papel de los compuestos fendlicos presentes en los citricos como

fitoalexinas.

Dentro de estas alternativas, los compuestos de origen natural provenientes de

las plantas (aceites esenciales y/o extractos de plantas) constituyen una expectativa de

5



1. OBJETIVOS Y ANTECEDENTES | 2013

futuro por poseer mas ventajas que los compuestos quimicos sintéticos en cuanto a
complejidad y diversidad (Martinez y Hernandez, 2007). Ademas poseen propiedades
interesantes como son la baja o nula toxicidad, biodegradabilidad en mayor o menor
grado, libres de residuos y, lo mas importante, poseen propiedades fungo-toxicas, por lo
que estos productos naturales tienen el potencial de ser seguros fungicidas que
remplacen a los sintéticos (Stroh et al., 1998). De esta forma, el esfuerzo esta siendo
actualmente  dirigido al descubrimiento de moléculas méas activas y

medioambientalmente mas seguras.

Las sustancias naturales a emplear deben de ser biodegradables, productos no
toxicos y de baja persistencia, que desaparecen después de cumplir su funcion sin llegar
a la cadena alimenticia del hombre. Los monoterpenos presentes en aceites esenciales
son compuestos que resultan menos perjudiciales que los fungicidas quimicos desde el

punto de vista ambiental.

Esto crea una oportunidad significativa de mercado para productos alternativos.
Los fungicidas naturales basados en los aceites esenciales de plantas y extractos de
plantas (bioplaguicidas) podrian representar una alternativa viable para la proteccion de
los cultivos (Okeke, 1994). Quizas el aspecto mas atractivo del uso de los aceites
esenciales y sus constituyentes para proteccion de cultivos reside en su baja toxicidad

para el ser humano.

En el presente estudio, se trata de seleccionar y estudiar el efecto de ciertas
sustancias naturales alternativas a base fundamentalmente de aceites esenciales que ya
se conocen que poseen accion fungicida y que no son dafiinos para la salud ni para el
medio ambiente y confrontar los resultados obtenidos con la eficacia de fungicidas

comerciales comunmente utilizados en postcosecha de citricos.

Por tanto, en este trabajo se pretende valorar la capacidad de control de diversos
extractos naturales como el gel de Aloe vera y los aceites esenciales de plantas de
comino, clavo, canela y cilantro sobre los principales hongos causantes de
podredumbres en la comercializacion de los citricos (P. digitatum y P. italicum) y su
efectividad en una aplicacion postcosecha a frutos de limén para el control de las

podredumbres verde y azul respectivamente.
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2.1. Clasificacion botanica

Dentro de la clasificacion botanica, los citricos pertenecen al orden Geraniales y
a la familia Rutaceae. Las especies incluidas en las Rutaceae tiene generalmente cuatro
importantes caracteristicas: (i) presencia de glandulas oleiferas; (ii) ovario elevado sobre
un disco floral; (iii) presencia de tricomas pelucidos en las hojas; y (iv) fruto con
placentacion axilar (Davies y Albrigo, 1994).

El género Citrus, al que pertenece el limén, consta de 16 especies de arboles de
tamafo moderado a grande, de hoja perenne. La forma de los arboles es muy variable.
En las axilas de las hojas de arboles jovenes aparecen numerosas espinas, aungque son
menos prominentes en arboles maduros. Las hojas son unifoliadas con bordes de formas
variadas. Las flores nacen individualmente o agrupadas en las axilas de las hojas,
pudiendo ser perfectas o estaminadas. El fruto consta de un Gnico ovario de 8-15
carpelos fusionados (gajos) rodeados por una cascara coriacea. La forma del fruto varia
de esferoide (naranjas) a oblato (mandarinas) y prolato (limones y limas). La cascara
contiene numerosas glandulas oleiferas. Las semillas son de forma ovoide a
redondeadas, con uno a muchos embriones. El color de los cotiledones puede ser muy
variable. Se acepta generalmente que el limén es un hibrido emparentado con el cidro
(Davies y Albrigo, 1994).

El arbol de limonero es de tamafio pequefio a grande, abierto y con ramas
provistas de abundantes espinas, siendo los brotes de color morado. Las hojas presentan
el apice agudo y los margenes festoneados. Se observan abundantes flores hermafroditas
y/o estaminadas por aborto mas o menos completo del pistilo. Los pétalos tienen color
amoratado en su cara externa. El limonero no tiene un periodo definido de floracion,
pudiendo decirse que si las condiciones climatoldgicas le son favorables, florece durante
todo el afio, y, por tanto la maduracion del fruto se escalona de forma analoga. El ovario
tiene forma de barril, esta situado sobre un disco prominente y terminado en un estilo
grueso caduco. Los frutos son ovalados con un mameldn tipico en la zona apical. La
piel algo gruesa de color amarillo. Las semillas son poliembrionicas

(www.infoagro.com).
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La clasificacion botanica completa se detalla en el siguiente parrafo:
- Orden: Geraniales
- Familia: Rutaceae
- Género: Citrus
- Especie: Citrus limon (L.) Burm

2.2. Variedades comerciales

Los criterios de seleccion de la variedad se basan en el contenido de zumo, su
calidad, albedo y presencia de semillas. Entre las variedades destacan: Verna (70% de la
produccion espafiola; recoleccion en febrero-julio), Fino (20% de la produccion

espafola; se recolecta de octubre a febrero), Eureka y Lisbon.

2.2.1. Verna

El cultivar mas extendido en Espafia es Verna. Los arboles de Verna producen
una cosecha importante (febrero-agosto) y una segunda cosecha menor (agosto-octubre)
en el hemisferio norte (Davies y Albrigo, 1994) que da lugar a frutos denominados
“redrojos” (Agusti, 2000). Es una variedad espafiola de origen desconocido, aunque

pudo obtenerse en Murcia a partir de la variedad italiana “Monachello”.

El arbol es vigoroso con pocas y pequefias espinas. Si se injerta sobre naranjo
amargo presenta un sobrecrecimiento en la zona del injerto de la variedad respecto al
patrén, que con el desarrollo del arbol formara el "miriflaque”, que dificulta la

circulacion de savia y acorta la vida productiva del mismo (www.infoagro.com).

Al ser la floracion mas prolongada y numerosa que la variedad Fino y al tener

mas flores estaminadas, la hace mas propensa a los ataques del lepidoptero Prays citri.

Los frutos son de forma oval. Su tamafio y calidad son variables en funcion de
las condiciones de cultivo. Presentan un elevado contenido en zumo, de acidez inferior a
la de otras variedades, los frutos son muy resistentes durante la manipulacion y
transporte (Agusti, 2000). El peso es de unos 130 gramos, con pocas semillas, corteza
gruesa, lo que favorece el transporte y la manipulacion. La piel del limon maduro es de

color amarillo palido, de menor intensidad que en la variedad Fino, alcanzando la
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coloracion de uno a dos meses despues que éste, teniendo los frutos del interior del
arbol un color blanco-amarillento. Al permanecer los frutos maduros en el arbol durante
el verano, puede sufrir mas el ataque de la mosca de la fruta (Ceratitis capitata). Si el

verano es caluroso el fruto suele reverdecerse (www.infoagro.com ).

La recoleccion es de febrero a junio. Una de sus principales ventajas es que
fructifica en verano, cuando los limones escasean en los mercados europeos. Aunque
tiene dos floraciones, la segunda cosecha es de menor calidad y escaso aprovechamiento
comercial. Tiene tendencia natural a la reflorescencia, especialmente si durante el
cultivo se producen desequilibrios hidricos o bien el arbol tiene pocos frutos de la

cosecha principal (www.infoagro.com ).

Figura 2.1. Verna (Fuente: www.infoagro.com )

2.2.2. Fino
Tambien se le conoce con los nombres de Mesero, Blanco y Primofiori. Es una
variedad espafiola, probablemente procede de la germinacion de una semilla de limon

comun de la Vega del Rio Segura (Agusti, 2000).

El arbol es muy vigoroso y de tamafio muy grande con tendencia a la emision de

brotes con espinas.

Los frutos son de tamafio mediano, de unos 110 gramos. La forma es variable,

pueden ser esféricos u ovalados. Carecen de cuello en la base, mamelon corto y
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puntiagudo. Tienen mas semillas, piel méas fina y mayor contenido en zumo que la

variedad Verna.

La recoleccion es en primavera y segunda temporada (octubre-febrero). Es una
variedad muy cultivada en Espafia, Italia, Argentina y Uruguay. Ademas, es mas precoz

que la anterior por lo que debe cultivarse en zonas calidas, sin riesgo de heladas.

Tiene una gran calidad para consumo en fresco y para la industria. Su
caracteristica mas importante es la precocidad ya que su permanencia en el arbol,
aunque su resistencia al manipulado es menor que en la variedad Verna

(www.infoagro.com ).

Figura 2.2. Fino (Fuente: www.infoagro.com )

2.2.3. Eureka
Es una variedad obtenida en California en 1858. Probablemente procede de la

germinacion de una semilla de limén Lunario.

El arbol es de tamafio y vigor medio, con pocas y pequefias espinas y sus frutos
los frutos son de buen tamafio de unos 120 gramos de peso. Tienen forma eliptica u
oblonga. Generalmente presentan un pequefio cuello en la base y un mameldn apical
delgado. Estos frutos tienen pocas o ninguna semilla, con una corteza de espesor medio
y con tendencia a presentar estrias. EI zumo es muy &cido y la pulpa de color verde-

amarillento.
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Esta variedad tiene una rapida entrada en produccion. Es muy cultivada en
California, Australia, Sudafrica, Argentina e Israel. Ademas, puede producir dos
cosechas, la primera y mas importante, se recolecta en el mismo periodo que la variedad
Fino o un poco antes. Se trata de una variedad muy productiva, con tendencia a
fructificar en los extremos de las ramas. Es sensible al frio y al &caro de las maravillas

(www.infoagro.com ).

Figura 2.3. Eureka (Fuente: www.infoagro.com )

2.2.4. Lisbon

La variedad Lisbon es de origen australiano y es cultivada en grandes areas del

desierto de Arizona, en EE.UU. (www.fruitveg.com ).

El arbol es vigoroso con marcada tendencia a la verticalidad, espinoso, con
follaje verde claro y productivo. El fruto es de tamafio medio, eliptico u oblongo, la
zona peduncular con un ligero cuello y la zona estilar méas apuntada que el Eureka. El
contenido en semillas es variable, pero mayor que el del Eureka. La recoleccion se

realiza durante el invierno hasta el comienzo de la primavera.

El denso follaje permite que la fruta no quede tan expuesta. Cuando el arbol es
adulto el adelanto en calibre del fruto es menor que en la variedad Fino

(www.infoagro.com ).
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Figura 2.4. Lisbon (Fuente: www.infoagro.com)

2.3. El sector en Espafa

2.3.1. Superficie de cultivo y produccion

50

46

40

|GR§FICO: Evolucion de la superficie total de li {miles de hecléreasl]

48

44
42

—

e

2000 2001 . 2002 2003 2004 . 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Figura 2.5. Evolucion de la superficie total de limonero (miles de hectareas) en Espafia.

Fuente: www.magrama.gob.es
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Figura 2.6. Evolucion de la produccion de limonero (miles de toneladas) en Espafia.

Fuente: www.magrama.gob.es
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|GRAFICO: Evolucion del valor de limonero (miles de eums]l
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Figura 2.7. Evolucidn del valor de limonero (miles de euros) en Espafia.

Fuente: www.magrama.gob.es

La evolucion historica de determinados parametros del cultivo del limén en
Espafia, como son la superficie, la produccién y el valor de limonero, se ilustra en la
Tabla 2.1. y en la Figuras 2.5., 2.6. y 2.7., respectivamente. Segun la Tabla 2.1., con su
correspondiente grafico de superficie, se observa un descenso importante de la
superficie destinada a la plantacion de limonero en Espafia, entre los afios 2000 y 2009;
presentando una etapa desde 2001 a 2004, en la que la superficie de cultivo se mantuvo
practicamente constante. Sin embargo, en 2010 se vuelve a observar un aumento en la

superficie total de limonero en Espafa.

En cuanto a la produccion, hay que destacar una disminucién de alrededor de
300 mil toneladas entre los afios 2000 y 2009, con periodos de altibajos y dos descensos
marcados en los afios 2004 y 2007. De la misma forma, vuelve a haber un ascenso en la

produccion de limon en Espaiia en 2010.

A pesar de los altibajos sufridos en el cultivo del limon, tanto al nimero de
hectareas destinadas a la produccion del cultivo del limon como a las toneladas
producidas, las cifras que presentan el 2010 son esperanzadoras y contribuyen a

revitalizar el sector agricola citricola.
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Superficie en Arboles Rendimiento Precio medio
~ plantacion regular diseminados de la superficie |Produccién (miles ercibido por "

e Total En produccién (miles de en prodzccién de tonelacfas) Iops agricultgres VElEr (rilss ¢ Gy

(miles de hectéreas) | (miles de hectéareas) arboles) (gm/ha) (euros/100kg)
2000 45,8 44,0 221 208 915,0 23,16 211.942
2001 47,5 45,1 215 227 1.024,1 23,67 242.406
2002 47,1 44,9 194 221 993,7 23,39 232.434
2003 47,4 45,8 198 247 1.129,6 25,24 285.110
2004 47,3 45,7 195 177 810,3 21,29 172.505
2005 45,2 42,8 178 221 944,8 25,89 244.618
2006 43,2 41,7 185 210 877,1 13,81 121.132
2007 42,0 40,2 178 126 506,7 27,67 140.204
2008 40,7 39,0 172 176 687,9 48,09 330.828
2009 39,4 37,6 174 148 558,2 19,87 110.910
2010 40,8 38,7 173 186 717,9 29,90 214.654

Tabla 2.1. Serie historica de superficie, arboles diseminados, rendimiento, produccion,

precio, valor del cultivo del limén en Espafia. Fuente: www.magrama.gob.es

Las estimaciones de produccion de citricos, cosecha 2011/2012 (Tabla 2.2.),
indicaban un aumento en limén (+14,2%) y descensos en naranja dulce (-12,6%) y
pomelo (-1,5%). La produccion de mandarina, globalmente, desciende (-3,7%) debido a
la disminucién en mandarina satsuma (-10,1%) y mandarina clementina (-5,3%) y al

aumento de produccion de hibridos de mandarina (+2,8%).

Cultivos Def. Prov. Avance 2011

(oo0o0. t) Mes 2009 2010 2011 (2010=100)
Limén 2 558,2 630,1 719,7 114,2
Pomelo 2 40,3 48,5 47,8 08,5
Naranja 2  2.660,4 3.026,5 2.645,0 87,4
Satsuma i2 161,7 166,09 150,1 89,9
Clementina 1 1.330,6 1.492,6 1.4313.6 94,7
Hibridos 1 507,0 537,1 552,32 102,8
Mandarina
total 2.000,1 2.196,6 2.115,9 96,3

Tabla 2.2. Estimaciones de produccion de citricos, cosecha 2011/2012.

Fuente: www.magrama.gob.es
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2.3.2. Exportacion

La exportacion de limones originarios de Espafia durante la campafia 2008/2009
tuvo como principal destino Alemania, con 88 mil toneladas aproximadamente (Tabla
3). Seguido de este, se encuentra muy cerca Francia, con 72 mil. En tercera, cuarta y
quinta posicion se encuentra Polonia, Italia y Reino Unido, con 51, 48 y 42.5 mil

toneladas respectivamente.

Si nos fijamos en los datos totales de limones destinados a exportacion y
producidos dentro de nuestro pais (Tabla 2.3.), vemos que el 90,3% se destinaron a
paises de la Unién Europea, mientras que unicamente el 9,7% pasaron estas fronteras y

se destind dicha produccidn a terceros paises.
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Mundo y paises Importaciones|Exportaciones
MUNDO 32.117 423.332
PAISES DE EUROPA
Union Europea 2.531 382.371
Alemania 198 87.984
Austria - 7.435
Bélgica - 8.264
Bulgaria - 879
Chipre - -
Dinamarca 72 3.448
Eslovaquia - 2.662
Eslovenia - 1.947
Estonia - 721
Finlandia - 1.267
Francia 210 71.787
Grecia 4 1.606
Holanda 1.113 18.687
Hungria - 4.845
Irlanda 29 1.755
[talia 41 47.706
Letonia - 1.114
Lituania 44 2.146
Luxemburgo - 169
Malta - 24
Polonia 477 51.085
Portugal 298 6.686
Reino Unido 34 42.528
Republica Checa 1 9.143
Rumania - 660
Suecia 10 7.823
Paises con Solicitud de Adhesion
Antigua Republica de Macedonia - 312
Croacia - 3.666
Turquia 181 -
OTROS PAISES DEL MUNDO
Argentina 27.886 67
Australia - -
Brasil 8 191
Canada - 88
Estados Unidos - 2.375
Islandia - -
Japon - -
Noruega - 1.284
Nueva Zelanda - -
Suiza - 6.599

Tabla 2.3. Comercio exterior de limén de Espafia, 2009 (toneladas). Fuente:
Estadisticas de Comercio Exterior de Espafia. Agencia Estatal de Administracion
Tributaria.

2.4. Importancia economica del sector citricola para la Region de Murcia

En la Tabla 2.4 se muestra un resumen de la produccién de limones en las
distintas Comunidades Auténomas de nuestro pais y se puede apreciar que la Region de
Murcia esta a la cabeza, con muchisima ventaja sobre las demas, tanto en superficie de

suelo destinado al cultivo del limén como a produccién de este citrico.
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Superficie en plantacién regular Arboles Rendimiento Produccién (toneladas)

Provmcnas y (hectareas) diseminados De la superﬁ(’:le Dg los grboles En palntacién fialts Produccién

(CamUATEELTES AUTEES Total En produccién (nimero) I (IR e GEEMIEEES regular diseminados Total
P (kg/ha) (kg/arbol) 9

A Corufia 136 136 59.184 6.000 75 816 4.439 5.255
Lugo 4 4 1.363 6.000 75 24 102 126
Ourense 1 1 4.371 6.000 75 6 328 334
Pontevedra 72 72 18.733 6.000 75 432 1.405 1.837
GALICIA 213 213 83.651 6.000 75 1.278 6.274 7.552
P. DE ASTURIAS - - 16.000 - 4 - 64 64
CANTABRIA 24 24 3.380 7.200 45 173 152 325
Vizcaya 1 1 510 - — 2 15 17
PAIS VASCO 1 1 510 - - 2 15 17
Barcelona 1 1 3.113 49.700 100 50 311 361
Tarragona 6 6 2.381 43.110 98 259 233 492
CATALUNA 7 7 5.494 44.051 99 309 544 853
BALEARES 185 93 9.615 8.989 5 836 48 884
Alicante 10.111 9.119 - 19.077 - 173.966 - 173.966
Castell6n 41 39 - 45.538 - 1.776 - 1.776
Valencia 42 42 - 25.857 — 1.086 — 1.086
C. VALENCIANA 10.194 9.200 - 19.220 - 176.828 - 176.828
R. DE MURCIA 23.768 22.832 = 17.621 = 402.316 = 402.316
Almeria 1.331 1.298 - 25.596 - 33.223 - 33.223
Cadiz 17 17 - 20.000 - 340 - 340
Cordoba 13 12 3.750 23.667 - 284 - 284
Granada 95 94 - 20.213 - 1.900 - 1.900
Huelva 12 12 25 16.500 75 200 - 200
Jaén - - 510 - - - - -
Malaga 4.657 4.609 - 19.406 - 89.444 - 89.444
Sevilla 63 63 - 10.500 - 662 - 662
ANDALUCIA 6.188 6.105 4.285 20.647 - 126.053 - 126.053
Las Palmas 165 165 23.200 13.000 10 2.145 232 2.377
S.C. de Tenerife 56 53 26.740 9.499 5 504 133 637
CANARIAS 221 218 49.940 12.149 7 2.649 365 3.014
ESPANA 40.801 38.693 172.875 18.361 43 710.445 7.461 717.906

Tabla 2.4. Analisis provincial de superficie, arboles diseminados, rendimiento y produccion de

limoén, 2010. Fuente: www.magrama.gob.es
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Por variedades (Tabla 2.5), podemos observar también la superioridad de nuestra
Region con respecto a las demas, siendo la produccién de limén Fino muy superior a la
de Verna. Unicamente hay que destacar que la produccion en toneladas de limén Verna
en la Comunidad Valenciana es superior a la Region de Murcia.

Verna Mesero Otros limones
I_:’rovmuas Y Superﬁt_:le Arboles » Superﬁ;le Arboles i Superﬁp’le Arboles ”
Comunidades Auténomas plantacién . . Produccién plantacién . . Produccién plantacion . . Produccién
diseminados diseminados diseminados
regular . (toneladas) regular . (toneladas) regular . (toneladas)
(nimero) (nimero) (nimero)
(hectéreas) (hectéreas) (hectéreas)

A Corufia - - - - - - 136 59.184 5.255
Lugo - - - - - - 4 1.363 126
Ourense - - - - - - 1 4.371 334
Pontevedra — — — — — — 72 18.733 1.837
GALICIA - = = = - = 213 83.651 7.552
P. DE ASTURIAS - - - - - - - 16.000 64
CANTABRIA - - - 24 3.380 325 - - -
Vizcaya - - - - - - 1 510 17
PAIS VASCO - - - - - - 1 510 17
Barcelona - - - - - - 1 3.113 361
Tarragona 1 688 98 - - - 5 1.693 394
CATALUNA 1 688 98 - - - 6 4.806 755
BALEARES 111 3.743 595 18 2.407 81 56 3.465 208
|Alicante 4.149 - 64.352 5.962 - 109.614 - - -
Castellon 6 - 275 35 - 1.501 - - -
\Valencia 19 - 594 23 — 492 - - -
C. VALENCIANA 4.174 - 65.221 6.020 - 111.607 - - -
R. DE MURCIA 5.021 = 60.563 18.747 = 341.753 = = =
Almeria 700 - 13.006 586 - 18.989 45 - 1.228
Cadiz - - - - - - 17 - 340
Cérdoba - - - - - - 13 3.750 284
Granada - - - - - - 95 - 1.900
Huelva 5 25 83 2 - 34 5 - 83
Jaén - - - - - - - 510 -
Malaga 2.841 - 50.036 1.677 - 38.157 139 - 1.251
Sevilla — — — — — — 63 — 662
ANDALUCIA 3.546 25 63.125 2.265 - 57.180 377 4.260 5.748
Las Palmas 7 5.324 144 13 11.320 282 145 6.556 1.951
S.C. de Tenerife 26 12.085 310 5 5.365 76 25 9.290 251
CANARIAS 33 17.409 454 18 16.685 358 170 15.846 2.202
ESPANA 12.886 21.865 190.056 27.092 22.472 511.304 823 128.538 16.546

Tabla 2.5. Analisis provincial de la superficie, arboles diseminados y produccién segun

variedades, 2010. Fuente: www.magrama.gob.es
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3.1. Condiciones optimas de conservacion

Es un hecho conocido que la solucién idonea para preservar la calidad global
(organoléptica, comercial, microbiolégica y nutritiva) de los citricos esparioles y
satisfacer las crecientes exigencias de los mercados internacionales consiste en mejorar
los tratamientos post-recoleccion (Artés, 1994, 1995, 1999a,b).

La actividad vital de los citricos recolectados se manifiesta a través de la
respiracion y de la transpiracion. Por la transpiracion se produce una pérdida de agua,
que se repone por la savia cuando el fruto esta unido a la planta, pero que en
postcosecha se traduce en pérdida de peso, marchitamiento, arrugas y senescencia del
fruto, con notable pérdida de calidad visual (Artés, 2000).

El metabolismo normal de los citricos conduce también a la biosintesis de
pequefias cantidades de etileno (C,H,), considerado como la hormona de la maduracion
y que desempefia un papel primordial en el progreso de la maduracion y la senescencia
(Artés, 2000). En los citricos provoca un aumento de la actividad respiratoria y su
desverdizacion. (Artés, 2000b).

Los principales factores ambientales que controlan estos procesos metabélicos
son la temperatura (al aumentar, estimula la tasa respiratoria), la transpiracion y la
emision de C,Hy, la humedad relativa del ambiente (cuanto mayor sea la diferencia
entre la tension de vapor del agua en los tejidos del fruto o de la atmdsfera en los
espacios intercelulares y en el exterior, mayor serd la transpiracion), la composicion de
la atmdsfera que rodea al fruto y las caracteristicas del fruto (las epidermis provistas de
ceras dificultan el intercambio de gases, la transpiracion y las pérdidas de peso).
Gestionandolos adecuadamente, segun la particular susceptibilidad de cada especie y
variedad a dichos factores, asi como a otros que también intervienen (fundamentalmente
los estados de madurez y sanitario), es posible limitar las alteraciones mas comunes en
su supervivencia: las fisioldgicas, producidas por desequilibrios del metabolismo
(marchitamiento, ablandamiento, pardeamientos, envejecimiento,...), las
microbioldgicas, producidas basicamente por mohos y, en menor medida, por bacterias,

y los dafios mecanicos. (Artés, 2000Db).
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La refrigeracion o mantenimiento de los citricos a temperaturas superiores al
punto de congelacion, es el método iddneo para conservarlos vivos, reducir las pérdidas
cualitativas y cuantitativas, retrasar la maduracion y senescencia, prolongar el periodo
de oferta en condiciones organolépticas idoneas para el consumo y regular el

aprovisionamiento de la industria transformadora (Artés, 1987 y 1997).

El limon es sensible a los dafios por frio. De hecho, debe ser almacenado a una
temperatura superior a 13°C para evitar dafios comunes como son el picado o “pitting” y
membranosis 0 pardeamiento interno de las membranas carpelares. Por ello, la
temperatura Optima de conservacion siempre es superior a 13°C con el fin de evitar

estos dafios.

Ademas de la refrigeracion a temperatura constante o convencional, existen
varias tecnicas profilacticas innovadoras en la postcosecha de los citricos basadas en la
modificacion previa, o durante la conservacion frigorifica, del régimen térmico o
gaseoso (temperatura, humedad relativa, concentraciones de O,, CO,, CoH, y otros
gases) al que se someten algunos érganos vegetales. En su aplicacion a los productos
hortofruticolas se distinguen los pretratamientos térmicos y gaseosos, las variaciones
moduladas del régimen de conservacion, las combinaciones de pretratamientos con
régimen estable o variable de conservacion y algunas combinaciones de regimenes

variables durante la refrigeracion (Marcellin y Ulrich, 1983; Artes, 1995a).

Un cierto retraso en la aplicacion de la refrigeracion convencional (lo que
denominamos acondicionamiento térmico) favorece una mejor calidad comercial de los
frutos citricos, frente a los frutos testigo (Hatton y Cubbedge, 1982; Miller et al., 1990).
También se ha obtenido mejor calidad en los citricos refrigerados aplicando
temperaturas moderadamente elevadas antes de refrigerar (precalentamiento o curado)
(Artés, 2000), aminorandose los dafios por frio y los ataques fungicos en naranjas,
mandarinas, limones y pomelos (Artés, 1995a; Artés et al., 1998; Ben Yehoshua et al.,
1987; Di Martino y Lanza, 1998). Ambos tipos de pretratamientos térmicos se han
mostrado particularmente eficaces cuando han sido aplicados a frutos envueltos
individualmente con peliculas plasticas, al reducir la deshidratacion y controlar los

intercambios gaseosos, incluso sin modificar la composicién gaseosa de la atmdsfera
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que rodea a los frutos (Ben Yehoshua et al., 1987; Martinez-Javega et al., 1988; Miller
et al., 1990; Del Rio et al., 1992).

Otra técnica para controlar los ataques fungicos y los dafios por frio consiste en
someter los frutos a “calentamientos intermitentes” (Artés, 2000). Los calentamientos
intermitentes consisten en someter los frutos a una breve interrupcion del
almacenamiento frigorifico con elevaciones intermitentes de la temperatura, de
periodicidad, duracion e intensidad variables, segun el producto. El factor primordial
para el éxito de la aplicacidn de calentamiento intermitente, es que la primera elevacion
de la temperatura se produzca durante la induccion de la alteracion, antes de que se
manifiesten los dafios (periodo de latencia). Si se realiza anticipadamente resulta
ineficaz y si se realiza tardiamente acelera la aparicion de la alteracion. (Artés, 1995b;
Marcellin, 1992). Los calentamientos intermitentes permiten conservar los frutos a
temperaturas inferiores al umbral de dafios por frio, lo que permite aprovechar mejor los
efectos beneficiosos de la refrigeracion en el mantenimiento de la calidad. Los dafos
por frio no aparecen porque la refrigeracion es interrumpida por periodos cortos de

temperaturas no refrigeradas.

Las técnicas de las atmdsferas controladas y modificadas consisten en la
conservacién de productos vegetales bajo refrigeracion y atmosferas cuya composicién
estd empobrecida en O, y enriquecida en CO; y en vapor de agua respecto del aire
(Artés, 2000). Cuando la composicién gaseosa se logra a gran escala, mediante la
impermeabilizacion de las cdmaras frigorificas y el empleo de generadores externos con
equipos que ajustan permanentemente las concentraciones de O, y de CO,, la técnica se
denomina atmdsfera controlada. Cuando se logra a pequefia escala, integrando el
empleo de envases de polimeros plasticos con una permeabilidad selectiva y adecuada a
los gases permanentes del aire y el intercambio de gases originado por la actividad
respiratoria de los frutos bajo refrigeracion, se denomina atmosfera modificada. En este
caso, la composicién de la atmosfera dependera esencialmente de un equilibrio
dindmico establecido entre la actividad metabodlica del producto hortofruticola y la

permeabilidad a los gases del polimero utilizado. (Artés, 2000a).

La modificacion de la atmosfera frena la respiracion de los 6rganos vegetales

frescos en conservacion. La reduccion del O, inhibe la maduracion y disminuye la
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posibilidad de reaccion entre el sustrato respiratorio y el O, con lo que se reduce el
deterioro. Por su parte, el aumento de la concentracion de CO; inhibe la biosintesis de
C,Hy, lo que provoca un retraso en la maduracion, y también reduce el deterioro.
Ademas inhibe reacciones fisioldgicas importantes como la degradacién de clorofilas,
desarrollo de antocianos, biosintesis de carotenos, actividades enzimaticas responsables
del ablandamiento (pectinesterasa y poligaracturonasa), la pérdida de acidez y las
pérdidas de las vitaminas A y C. La atmosfera requerida debe generarse rapidamente
con las concentraciones optimas de O, y CO,, sin extender los limites de tolerancia a
bajos niveles de O, y elevados de CO,, que aumentan los riesgos de desordenes

fisioldgicos y otros efectos desfavorables para los 6rganos vegetales. (Artés, 2000a).

Tabla 3.1. Parametros bioldgicos del limon. Fuente: http://postharvest.ucdavis.edu

Contenido en agua (%) 90-95
Intensidad respiratoria a 10°C [mg CO,/(kg-h)] 5-6
Clasificacion de la intensidad respiratoria Baja

Tasa produccion etileno a 20 °C [uL C,H4/(kg-h)] <0,1
Clasificacion de la tasa de produccién de etileno Muy baja
Sensibilidad a dafios por etileno No
Sensibilidad a dafios por frio De moderado a severo
Susceptibilidad a dafios por congelacién Ninguno
Limite minimo de 02 (%) 5-10

Limite méximo de CO2 (%) 0-10

Las atmosferas controladas con el 5-10% O, y 0-10% CO, pueden retrasar la
senescencia y la pérdida del color verde en limones. No pueden emplearse
concentraciones fungistaticas de CO, (10-15%) porque pueden inducir malos sabores
debido a la acumulacion de compuestos volatiles fermentativos, especialmente si las

concentraciones de O, estan por debajo del 5% (Arpaia y Kader, 2000).

Estos métodos de conservacion tratan de aumentar la calidad global de los
productos, reducir los costes productivos y financieros, reducir el elevado costo
medioambiental de la actual intensificacion de los cultivos, incrementar los

rendimientos econémicos para los productores y comercializadores y mantener la
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vanguardia tecnologica de Espafia en este subsector econémico (Artés 1995a,b,c, 1997 y
1999 a,b).

3.2. Deterioro de los frutos durante la conservacion y comercializacion

3.2.1. Pérdida natural de calidad

La mayoria de los productos frescos contienen en el momento de la cosecha, del
65 al 95 % de agua. Dentro de las plantas en crecimiento existe un flujo continuo de
agua. Esta se absorbe del suelo por las raices, sube por los tallos y se desprende por las
partes aéreas, sobre todo por las hojas, como vapor de agua. Los productos frescos
siguen teniendo agua después de la cosecha, pero, a diferencia de las plantas en
crecimiento, ya no pueden reponer el agua a partir de la tierra, y tienen que recurrir al
contenido de agua que tuvieran en el momento de la recoleccion. Esta pérdida de agua
de los productos frescos despues de la cosecha constituye un grave problema, que da
lugar a mermas y a pérdidas de peso. Cuando el producto recolectado pierde de un 5 a
un 10 % de su peso original, empieza a secarse, sufre marchitamiento y pronto resulta
inutilizable. Para prolongar la vida util del producto, el nivel de pérdida de agua debe

ser lo més bajo posible (Reina et al., 1995).

Como se ha explicado en el apartado anterior, la aplicacion del frio es la técnica
principal a la hora de conservar citricos. Esta aplicacion de bajas temperaturas debe
basarse siempre en temperaturas por encima del punto critico de dafios por frio para
poder mantener las cualidades nutritivas, organolépticas, y carencia de alteraciones

fisiologicas debido al frio en los frutos.

La conservacion de los citricos en camaras frigorificas permite organizar su
comercializacion hasta el momento oportuno de salida al mercado. Pero a la hora de
conservar frutos citricos hay que tener en cuenta que una de las principales limitaciones
con que nos encontramos son las posibles pérdidas de peso por deshidrataciéon. Es
conocido que el ablandamiento de los citricos se produce como consecuencia de la
deshidratacion, a diferencia de lo que sucede en la mayoria de frutas y hortalizas en las

que se debe a la degradacion enzimatica de sustancias pécticas de la pared celular. En
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consecuencia, las técnicas que reducen las pérdidas de agua de la corteza, contribuyen a

evitar el ablandamiento.

Para minimizar en lo posible este problema, Artés (1999b), recomienda el
empleo de recubrimientos en los frutos citricos. Por ello, el encerado de los citricos y el
empleo de envolturas individuales, complementarias a la refrigeracion, se han mostrado
muy eficaces para reducir el ablandamiento (Artés, 1995a; Cuquerella y Navarro, 1997).
También se debe mantener una humedad relativa de la cdmara frigorifica siempre
superior al 85%, al ser posible del 90-95% (Arpaia y Kader, 2000), ya que valores
inferiores pueden producirse perdida de frescura, de peso y ablandamientos con
deformaciones posteriores. Por ultimo, la alta humedad relativa aumenta la cicatrizacién
de heridas causadas por Penicillium sp., Alternaria sp. y Botrytis cinerea (Tuset, 1989),
pero por el contrario, facilita el desarrollo de las podredumbres.

Los sintomas de marchitamiento de los frutos citricos se reflejan
fundamentalmente en la pérdida de brillo del flavedo, arrugamiento, pardeamiento

externo y ablandamiento.

3.2.2. Alteraciones fisioldgicas

Aunque Agusti (2000), sostuvo que, internamente, los frutos pueden ver afectada
su calidad con menor contenido de jugo o alteraciones en la relacion azlcar/acidez vy,
externamente, se pueden obtener frutos deformes. Pero también puede haber
alteraciones que provoquen desérdenes o cambios fisioldgicos del fruto (son las

denominadas alteraciones fisioldgicas).

Estas alteraciones comprenden un concepto muy amplio de desequilibrios, tanto
de origen climatico como provocados por el cultivo y la manipulacion postcosecha. Las
bajas y altas temperaturas, el viento, la humedad muy elevada, los desequilibrios
provocados por déficits hidricos, alteraciones nutricionales y las condiciones de

conservacion, son causa de las alteraciones fisiologicas.

Su estudio y la puesta a punto de técnicas para su control se justifican por la

importancia que tiene la calidad y la reduccion de pérdidas durante el proceso de
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comercializacion. Esto resulta de gran complejidad, ya que su interaccion y la influencia

del cultivo dificultan su identificacion y verdadero origen.

Entre las alteraciones fisioldgicas de los agrios cabe destacar las siguientes
(Agusti, 2000):

> Rajado del fruto o “splitting” (Fig. 3.1.). Es un desorden fisioldgico que consiste
en el agrietamiento de la corteza. Se inicia, generalmente, en la zona estilar y
supera, en ocasiones, la zona ecuatorial, pudiendo alcanzar toda la altura del
fruto. Sin embargo, algunas veces es posible encontrar una evolucion distinta, ya
que la alteracion se inicia por cualquier punto en el que la resistencia de la
corteza se vea disminuida. Las causas que originan este desorden no son bien
conocidas. En general, alteraciones climaticas, desérdenes nutricionales, déficits
hidricos estacionales y otros factores, se han sefialado como posibles agentes
causantes del rajado. Sea cual sea la causa original, parece que un crecimiento
diferencial entre la pulpa y corteza puede explicar el fenomeno. Si durante la
fase de expansion de la pulpa la corteza no reinicia su crecimiento, la presion

gue aquella ejerce sobre ésta provoca su rotura.

Fig. 3.1. Rajado del fruto o “splitting” en mandarina “Nova”. Fuente: Instituto

Agroforestal Mediterraneo (Universidad Politécnica de Valencia).

» Picado de la corteza o “peel pitting” (Fig 3.2.). Se da en algunos frutos, que
durante su permanencia en el arbol tras el cambio de color, y/o durante su
almacenamiento en camara, desarrollan en la superficie de su corteza unas

manchas de color marron mas o menos amplias. El factor casual del picado no es
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conocido, aunque las bajas temperaturas podrian estar involucradas en su
desarrollo. La presencia de vientos fuertes y frios, asi como variaciones de la
humedad relativa ambiente, se han relacionado también con su aparicion.
Finalmente, el estado de maduracion de los frutos, su posicion en el arbol y la
sensibilidad de algunas variedades se han considerado factores determinantes.
La pérdida de agua de la corteza se ha asociado con esta alteracion fisiolégica en

algunas variedades de limon (Villafranca).

Fig. 3.2. Picado de la corteza o “peel pitting” en pomelo “Marsh”. Fuente: Instituto

Agroforestal Mediterraneo (Universidad Politécnica de Valencia).

» Clareta o “creasing” (Fig. 3.3.). Es una alteracion de la corteza que se
caracteriza por la presencia de pequefias grietas y roturas en sus zonas mas
blandas (albedo) que se corresponden con areas de depresion del tejido
epidérmico (flavedo); las zonas no agrietadas crecen con normalidad, pero a
modo de bultos sobresaliendo de la corteza. Todo ello deprecia comercialmente
al fruto y lo hace muy fragil al manipularlo. Actualmente se admite que la
clareta se origina en las primeras fases de desarrollo del fruto como
consecuencia de la rotura enzimatica de las paredes de las células del albedo.
Este esta constituido por gran cantidad de espacios aéreos unidos por
ramificaciones celulares que aseguran su continuidad, pero que son faciles de
romper. Cuando se rompen, el tejido se dafia y las células se separan,

apareciendo grietas que impiden la conexion entre ellas.
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Fig. 3.3. Clareta 0 “creasing” en mandarina “Fortune”. Fuente: Instituto Agroforestal

Mediterraneo (Universidad Politécnica de Valencia).

» Bufado del fruto. Es una alteracion fisiologica caracterizada por la separacion de
la corteza y la pulpa. El fruto afectado es muy sensible al manipularlo y se
agrieta con cierta facilidad, lo que da lugar a problemas de podrido, con las
consiguientes pérdidas econdmicas. El origen del bufado es la aparicion de
grandes espacios intercelulares en las capas mas profundas del albedo después
de que el fruto supera la fase de division celular. El desarrollo de estos espacios
da lugar, cuando el fruto madura, a roturas celulares y a un albedo agrietado y

poco resistente.

Fig. 3.4. Bufado del fruto en mandarina “Satsuma”. Fuente: Instituto Agroforestal
Mediterraneo (Universidad Politécnica de Valencia).

» Granulacion, o secado del fruto (Fig. 3.5.) Esta alteracion afecta a algunas
variedades cuando se mantiene el fruto en el arbol tras su maduracion. Esta
alteracion la presentan sobretodo las naranjas, que se inicia en el arbol y puede
incrementarse rapidamente tras la recoleccion. La separacion de las células en

los sacos de zumo permite la penetracion del aire que confiere a estos un aspecto
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blanquecino volviéndolos al mismo tiempo, duros y firmes como consecuencia
del espesamiento y endurecimiento de sus paredes. La consecuencia es una
pérdida de rendimiento en zumo, pero esta pérdida no se debe a la desecacién de
las vesiculas sino a la gelificacion del zumo en su interior. El origen se ha
relacionado con un incremento de la respiracion de los frutos, y se ha sugerido
que la energia producida es utilizada en el engrosamiento y modificacion de las

paredes celulares.

Fig. 3.5. Bufado del fruto en naranja dulce “Lane Late”. Fuente: Instituto Agroforestal

Mediterraneo (Universidad Politécnica de Valencia).

» Oleocelosis (Fig. 3.6.). Es una alteracion producida por la liberacién de aceites
esenciales tras la rotura de sus glandulas situadas en el flavedo. Estos aceites son
toxicos para las células epidérmicas que se colapsan, llenandose su lumen por un
gran cloroplasto que contiene grandes cantidades de clorofila, responsable de las
manchas verdes que aparecen en las zonas afectadas después de que el fruto
cambie de color. En general, la oleocelosis es consecuencia de alteraciones de
las condiciones climaticas durante el periodo inmediatamente anterior al cambio
de color del fruto. El rocio, humedades relativas elevadas, temperaturas altas,
alteraciones del estado nutricional, ataques de insectos, etc., son algunas de las
causas a las que se atribuye esta alteracién. Golpes, rozaduras, etc., derivados de
un manejo poco cuidadoso del fruto durante su recoleccion y manipulado en el
almacén, también se han sefialado como causantes de la misma. Cambios
bruscos de la temperatura de almacenamiento provoca un desarrollo rapido de la

alteracion durante la postrecoleccion.
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Fig. 3.6. Oleocelosis en mandarina. Fuente: Instituto Agroforestal Mediterraneo

(Universidad Politécnica de Valencia).

» Colapso de la corteza 0 “Ring breakdown” (Fig. 3.7.). Se muestra como una
depresion del tejido epidérmico y subepidérmico dejando sobresalir las
glandulas de aceites esenciales que, aunque no se rompen, van tomando una
coloraciéon marrén oscuro, cuya superficie se seca y deprime. Se ha sefialado
como causas de esta alteracion, la accién mecénica del viento y la alternancia de
periodos lluviosos seguidos por otros de vientos secos. Cambios bruscos de
humedad durante el almacenamiento incrementan notablemente el porcentaje de

frutos afectados. La temperatura en este caso no parece tener influencia.

Fig. 3.7. Colapso de la corteza o “Rind breakdown” en naranjo dulce “Navelate”.
Fuente: Instituto Agroforestal Mediterraneo (Universidad Politécnica de Valencia).

» Darfios por el frio (provocados por temperaturas superiores al punto de
congelacion). Los sintomas incluyen picado (“pitting”), membranosis y
adustiosis (“red blotch™). La severidad de los dafios depende de la variedad, zona
de produccidn, época de recoleccion, estado de madurez en el momento de la
recoleccion y condiciones de tiempo y temperatura en que se lleva a cabo la
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manipulacion y las operaciones postcosecha. Los dafios por el frio moderados y
severos generalmente vienen seguidos de podredumbres (Arpaia y Kader, 2000).
Los factores que tienen mayor influencia en la gravedad de los dafios por el frio
dependen del producto, pero generalmente son la intensidad y duracion del

tratamiento frigorifico aplicado y el estado de desarrollo del fruto (Artés, 2000).

3.2.3. Podredumbres

Los hongos constituyen los principales patogenos de los frutos citricos durante su
conservacion y comercializacion. Las pérdidas ocasionadas por estos agentes bidticos
son variables, si bien se encuentran en un aumento generalizado y constante (Tuset,

1999). Las principales podredumbres en limones son las siguientes (Tuset, 1987):

» Podredumbre verde (Fig. 3.8.): causada por el hongo Penicillium digitatum que
penetra en la corteza de los frutos a través de heridas. Los sintomas empiezan en
una zona humeda en la epidermis del fruto seguido por el crecimiento de un
micelio incoloro y, a continuacion, se produce la esporulacion de color verde. P.
digitatum es, sin ningdn tipo de dudas, el principal hongo causante de la
podredumbre de los agrios en nuestro pais a lo largo de toda la campafia de

comercializacion.

Fig. 3.8. Podredumbre verde en limén. Fuente: Creacion propia.

> Podredumbre azul (Fig. 3.9.): causada por Penicillium italicum que puede
penetrar en la piel sin que haya heridas y puede propagarse a los limones
adyacentes (contaminacion cruzada). Los sintomas son parecidos a los de la

podredumbre verde, pero en este caso las esporas son de color azul en masa y
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por su apariencia constituyen pequefias masas polvorientas de color azulado. P.
italicum es, después del “moho verde”, el micromiceto mas importante de
nuestros frutos citricos. En frigoconservacion, la actividad parasitaria de P.

italicum alcanza el primer puesto.

Fig. 3.9. Podredumbre azul en limén. Fuente: http://www.tecnicoagricola.es.

Podredumbre negra o verde oscura: causada por Alternaria citri o por A.
alternata (Fig 3.10.). El hongo infecta las flores y suele permanecer en estado
latente hasta después del desarrollo de los frutos, por lo que se trata de una
podredumbre interna que exteriormente puede pasar desapercibida. Sin embargo,
a veces, cuando los frutos se encuentran almacenados se puede producir una
decoloracion de la piel que cambia a marron, variable entre el claro y el oscuro.
También puede producir podredumbre en los limones a través de las
discontinuidades en los pedunculos o de los extremos apicales (zona estilar) e
incluso a partir de heridas. Los tratamientos en precosecha con acido giberélico
0 en postcosecha con 2,4-D retrasan la senescencia de los peddnculos y la

consecuente podredumbre por Alternaria (Arpaia y Kader ,2000).
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Fig. 3.10. Podredumbre negra en mandarina. Fuente: http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre gris (Fig. 3.11.): esta causada por Botrytis cinerea, conocido como
moho gris. Produce en el fruto de todas nuestras especies y variedades de agrios
una podredumbre blanda con exudado de liquido que no le hace perder la forma,
adquiriendo la piel una coloracion que va del marron claro al oscuro. Si las
condiciones de humedad del ambiente son elevadas y la temperatura permanece
templada (méas de 12 °C), rapidamente las partes del fruto atacadas por el hongo,
se recubren de una mohosidad gris ceniza muy pulverulenta formada por la parte
espordgena del mismo. Normalmente, la contaminacion primaria y mayor de B.
cinerea proviene del campo. Luego, en el almacén frigorifico a partir del fruto
infectado y especialmente por contacto, la podredumbre avanza. Eliminando con
prontitud estos grupos de frutos afectados se disminuye su evolucion en el

almacén.

Fig. 3.11. Podredumbre gris en naranja. Fuente: http://www.tecnicoagricola.es.
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» Podredumbre amarga (Fig. 3.12.): los frutos afectados por Geotrichum
candidum presentan durante la comercializacion una podredumbre amarga o
acida de consistencia blanda, que se transforma rapidamente en acuosa y con un
fuerte olor putrido. La infeccion del hongo tiene lugar cuando los frutos citricos
se encuentran en avanzado periodo de maduracion. En el frigorifico y en
partidas con frutos mal seleccionados después de permanecer éstos un mes a 4-6

°C, se han contabilizado porcentajes de podridos superiores al 8%.

Fig. 3.12. Podredumbre amarga en mandarina. Fuente: http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre por Rhizopus ocasionada por Rhizopus stolonifer (Fig. 3.13.): Es
una podredumbre blanda, con pérdida de liquidos, la corteza adquiere una
coloracion marrén. A temperaturas superiores a 10 °C, los frutos son recubiertos
con abundante micelio de color blanquecino, que origina unas largas hifas
terminadas en unos puntitos negros, que son las esporas. En los cajones, sacos y
contenedores, esta podredumbre se presenta siempre como “nido”, es decir, que
a partir de uno o varios frutos infectados, los frutos adyacentes resultan
afectados por contacto debido a la contaminacion cruzada. La presencia de R.
stolonifer en un saco, cajon o contenedor, indica con claridad que ha existido un
mal manejo de los frutos en las operaciones previas y destinadas al

acondicionamiento de los mismos.

33


http://www.tecnicoagricola.es/

3. ALMACENAMIENTO DEL LIMON Y SUS PROBLEMAS | 2013

Fig. 3.13. Podredumbre por Rhizopus en mandarinas. Fuente:

http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre marron o “aguado” (Fig. 3.14.): los frutos afectados por
Phytophthora citrophthora comienzan a perder el color verde o naranja a los
pocos dias de la penetracion en los tejidos epidérmicos, apareciendo zonas
redondeadas de diversos tamafios de color gris oscuro que rapidamente cambian
a un marrén bien definido. La podredumbre que se origina es consistente, nunca
blanda. En el almacén esta enfermedad no tiene un desarrollo preocupante.

Fig. 3.14. Podredumbre marrdn o “aguado” en mandarina. Fuente:
http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre verde grisacea (Fig. 3.15.): Cladosporium herbarum es un hongo
que puede crecer a temperaturas proximas a los 0 °C. Por ello, su desarrollo en
camara frigorifica no es frenado por las bajas temperaturas, solamente la calidad

de la corteza de los frutos agrios es la barrera que impide el crecimiento de este
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micromiceto. Debido a esto es conveniente efectuar una buena seleccion de los
frutos antes de su introduccion en la cdmara frigorifica. La contaminacion por
contacto no es importante en esta podredumbre. Es una podredumbre seca, firme
y flexible, que afecta principalmente a las zonas peduncular y estilar. Las zonas
atacadas por el hongo, se oscurecen rapidamente y hay un crecimiento miceliar
de color verde grisaceo. Afecta unicamente a la corteza del fruto, produciendo

unas depresiones mas o menos acentuadas a nivel de flavedo.
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Fig. 3.15. Cladosporium herbarum . Fuente: http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre por Fusarium (Fusarium oxysporum y F. solani) (Fig. 3.16.): estos
hongos son comunes micromicetos “habitantes del suelo”, donde permanecen en
estado saprofitario, y poseen un parasitismo reducido y poco activo. Para su
instauracion y posterior incidencia en la planta, necesitan siempre la presencia
de tejido vegetal poco turgente. En este caso, su actividad patdgena puede
alcanzar niveles que pueden llegar a ser preocupantes, necesitdndose entonces
una lucha especifica. La actividad de Fusarium durante la conservacion y
comercializacion de nuestros agrios es muy reducida. Si afecta a la corteza de
los frutos origina una podredumbre seca, flexible y de color marrén. En
ambiente himedo produce un micelio blanco o blanco-grisiceo. Si afecta a
zonas internas del fruto, produce una podredumbre blanda con desarrollo

miceliar de coloracion rosada o amarillenta.
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Fig. 3.16. Podredumbre por Fusarium . Fuente: http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre rosa: causada por Trichothecium roseum (Fig. 3.17.). Este hongo
puede producir dos tipos de podredumbres, una superficial que se observa en
frutos almacenados en frigorifico més de 30 dias y otra interna, por penetracion
del hongo a través de la zona peduncular o estilar. La podredumbre superficial,
en ambientes himedos y zonas deprimidas del flavedo, aparece un ligero moho
blanquecino, que poco a poco adquiere una tonalidad rosa. El tejido afectado
adquiere un color marrén claro, de consistencia blanda y con olor a tejido
fermentado. ElI hongo también produce una podredumbre interna blanda, de
sabor amargo y da a los tejidos un color oscuro, si sale al exterior la piel
afectada adquiere un color marrén claro. La utilizacion de temperaturas por
debajo de los 10 °C, detienen el desarrollo de este hongo, pero no muere ni
pierde su capacidad de crecimiento. T. roseum causa pérdidas poco importantes
a nuestros agrios, y al no desarrollarse a temperaturas por debajo de los 10 °C,
no supone un peligro durante el almacenamiento frigorifico de la mayoria de las

especies citricas.
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Fig. 3.17. Podredumbre rosa causada por Trichothecium roseum. Fuente:

http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre por Trichoderma ocasionada por Trichoderma viride (Fig. 3.18.):
T. viride causa pérdidas poco importantes a nuestros agrios. Crece bien por
encima de los 5 °C vy, por ello, su desarrollo en el frigorifico en el mejor de los
casos Unicamente es frenado o ralentizado. Una vez fuera de la cdmara, a los 4 o
5 dias en las bolsas y cajas de naranjas y limones, se pueden contabilizar sin
gran dificultad algunos frutos con la podredumbre por Trichoderma, cubierta por

un polvillo verde amarillento.

Fig. 3.18. Podredumbre rosa causada por Trichoderma viride. Fuente:

http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre algodonosa (Fig. 3.19.): Sclerotinia sclerotiorum es un hongo
poco activo en nuestros agrios. Normalmente el podrido que provoca es de tipo
“nido”, con lo que en los cajones, contenedores o mallas, durante el periodo de
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conservacién de la fruta, se pueden ver cubiertos varios frutos por una masa
algodonosa de micelio de esta especie. La presencia de las moscas de la
fermentacion acida (Drosophila melanogaster) es frecuente. Aunque todos los
frutos citricos son afectados por este hongo, es en los limones donde se pueden
apreciar los mayores dafos, produciéndose la mayor parte de la contaminacion
de este hongo durante la fase de campo.

Fig. 3.19. Podredumbre algodonosa causada por Sclerotinia sclerotiorum en limones.

Fuente: http://www.forestryimages.org.

» Antracnosis (Fig. 3.20.): es ocasionada por la especie Colletotrichum
gloeosporioides. La actividad de C. gloeosporioides durante la post-recoleccion
de los citricos da lugar actualmente a un porcentaje de podridos no superior al
6%, aunque estamos asistiendo de manera preocupante a un aumento muy
espectacular de la incidencia de este hongo en el grupo de las mandarinas,
especialmente en aquellas partidas que son almacenadas en cdmara frigorifica en
periodos de tiempo superiores a los 40-50 dias y también en las que han sido
desverdizadas. En nuestras condiciones, la actividad de C. gloeosporioides
durante la post-recoleccidn es, mayoritariamente, un problema de mala calidad
de la corteza. Puede localizarse en cualquier zona del fruto, pero es mas
frecuente en la zona estilar y peduncular. Favorecen el desarrollo, todos aquellos
factores, que afectan a la calidad de la corteza del fruto, como escasa
profundidad del suelo y baja calidad del mismo, problemas nutritivos, problemas

de riego (agua con exceso de sal), etc. Es un podrido firme y flexible, que
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produce en la corteza un color marrén, llegando a ser oscuro o0 negro. El hongo
ataca los tejidos del fruto descomponiéndolos y produciendo un fuerte olor a
moho. Las esporas se encuentran debajo de la cuticula del fruto y se ven como
puntos negros y en condiciones de elevada humedad, salen al exterior formando

unas masas blanco-amarillentas.

J.J. TUSET

Fig. 3.20. Antracnosis en limon. Fuente: http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre por Phomopsis (Fig. 3.21.): P. citri puede afectar a todos los
agrios, pero su incidencia es mayor en pomelos, naranjas y limones. Este hongo
desarrolla, durante la post-recoleccion, una podredumbre que se centra casi
siempre alrededor del punto de insercion del pedinculo, aunque también pueden
verse afectadas otras areas. En estos frutos, y como contaminantes secundarios,
es facil comprobar el desarrollo de Penicillium, que en la mayoria de las
ocasiones oscurecen la accion de Phomopsis. En la actualidad, la incidencia de
Phomopsis en el podrido de nuestros agrios es practicamente insignificante,

dependiendo principalmente de las condiciones climaticas.
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Fig. 3.21. Podredumbre por Phomopsis en limdn. Fuente: http://www.tecnicoagricola.es.

» Podredumbre negra por Diplodia (Fig. 3.22.): D. mutila es un hongo celomiceto
muy poco activo como patégeno de nuestros frutos agrios. Su incidencia en
postcosecha es minima, y Unicamente se detecta en frutos recogidos después de
permanecer maduros durante bastante tiempo en el arbol. La baja humedad del
ambiente de los huertos de citricos espafioles determina una muy baja incidencia
de este hongo. Aparece alrededor del peddnculo una decoloracion a la que sigue
un ablandamiento de la zona y una tonalidad marron.

Fig. 3.22. Podredumbre negra por Diplodia en mandarina. Fuente:
http://www.tecnicoagricola.es.
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4.1. Descripcion y agentes causales

La gran mayoria de los podridos parasitarios producidos en citricos durante la
globalidad del proceso de comercializacion son debidos a Penicillium digitatum (Pers.:
Fr.) Sacc., y a Penicillium italicum Wehmer, causantes respectivamente de las
podredumbres verde y azul de los citricos. A nivel mundial, las podredumbres verde y
azul también son las enfermedades mas importantes en postcosecha de citricos,

especialmente en aquellas areas geograficas con veranos poco lluviosos.

La podredumbre verde en los frutos citricos, denominada en la literatura
cientifica internacional “Green rot”, es de consistencia blanda en el fruto, que le hace
perder con rapidez su forma, adquiriendo éste al final un aspecto de masa disforme. Al
comienzo de la infeccion el area afectada por este hongo muestra un color mas oscuro
del normal y los tejidos pierden su consistencia firme, haciendose mas blandos (Tuset,
1987). En la superficie de la lesion se desarrolla una tenue vegetacion fungosa con
aspecto de fieltro, al principio de color blanco (micelio) pero rapidamente cambia a una
coloracion que varia del verde-amarillo al verde olivaceo, formada por las estructuras
esporigenas. Los conidios (esporas) son secos Yy facilmente separables de sus estructuras
portadoras en forma de pequefias nubes polvorientas (Tuset, 1987). En una misma
cadena de conidios se observan entre ellos marcadas diferencias en la forma y en las

dimensiones (Figura 4.1.).

R

Figura 4.1. Penicillium digitatum Saccardo. A) Dibujos de los penicilos (fidlidas o

conidioforos). B) Dibujos de conidios maduros (Fuente: Ramirez, 1982).

Desde el punto de vista epidemioldgico, P. digitatum es un tipico parésito de
herida. Perdura en estado saprofitario sobre todo tipo de matriz vegetal, entrando en

actividad cuando el fruto citrico se encuentra en periodo avanzado de maduracion o
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completamente maduro, es decir, cuando el fruto se encuentra con sus defensas

mermadas.

En la comercializacion citricola, la contaminacion por este hongo tiene lugar en

los siguientes puntos:

a) En el campo, estando el fruto maduro todavia en el arbol o en las operaciones de
recoleccion y transporte.
b) En el almacén acondicionador o conservador de la fruta.

c) Durante el periodo de distribucion y venta en los mercados.

Normalmente predomina el estado del enunciado a), es decir, durante la
permanencia del fruto maduro en el huerto (Tuset, 1987). Sin embargo, si los frutos
permanecen tiempo en cdmara, es probable encontrar proliferaciones mas o menos
abundantes debido a la dispersion por el ambiente de los conidios a partir de los frutos
afectados.

La fuente principal de contaminacion son los conidios, pero también el micelio
puede jugar un papel interesante cuando los frutos estan en contacto (contaminacion
cruzada). Caso éste de frecuencia considerable durante el periodo de comercializacion.
(Tuset, 1987).

Una vez en los frutos, si estos se encuentran maduros y presentan heridas o
roturas de la cuticula y la humedad del aire es apropiada (mas del 80%), los conidios de
P. digitatum entran en actividad, germinan y el tubo germinativo en crecimiento,
penetra con rapidez en el interior de los tejidos de la corteza (albedo), produciéndose la

infeccion y al poco tiempo la podredumbre (Tuset, 1987).

Durante la conservacion frigorifica, P. digitatum es menos activo que P.
italicum, predominando éste claramente en los frutos que sufren este proceso térmico.
La razdn de ello se debe a que P. digitatum disminuye el desarrollo en condiciones de
bajas temperaturas (especialmente la esporulacién), lo que no sucede en P. italicum
(Tuset, 1987).

Penicillium italicum denominado también como "moho azul”, conocido en la
literatura anglosajona como "blue mold" (Figura 4.2.), determina una podredumbre
blanda en los frutos citricos, cubriendo la parte externa de la zona del fruto afectada de
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una coloracion azulada, variable entre el verde-azulado y el verde-grisaceo, debida a la
formacion de una capa de conidios (esporas) secos, facilmente separables y que, por su

abundancia, constituyen pequefias masas polvorientas.

Al mismo tiempo que se forma en el exterior la parte reproductora asexual del
hongo, los tejidos del fruto invadidos por el micelio del patdgeno, se desorganizan como
consecuencia de la disolucion de las pectinas que constituyen las paredes celulares. Se
producen pérdidas de liquidos, mostrandose al final éste blando y completamente
arrugado. En condiciones de temperatura igual o superior a los 8-10°C, esta
podredumbre es rapida y continua, difundiéndose en todas direcciones hasta afectar al
fruto completamente. Si ésta tiene lugar en atmosfera himeda, el fruto se descompone
blandamente con importantes exudados acuosos. Si por el contrario el ambiente es seco,
el fruto se deshidrata rapidamente quedando al final arrugado y con aspecto coriaceo
(Tuset, 1987).

Su morfologia esta determinada por los elementos constituyentes de la parte
esporigena que son menores en tamafo a los de P. digitatum. El micelio es blanco. Los
conidios son al principio tipicamente cilindricos y en la madurez elipticos o
subglobosos, con paredes lisas, claramente hialinos, tomando un color ligeramente

azulado cuando estan agrupados en masa (Tuset, 1987).
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Figura 4.2. Penicillium italicum Wehmer. A) Detalles de los penicilos (fidlidas o

conidioforos) dibujados. B) Detalles de conidios maduros dibujados (Fuente: Ramirez, 1982).
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4.2. Variabilidad genética y fenotipica de los diferentes aislados de
Penicillium digitatum y de P. italicum

Uno de los aspectos méas dindmicos e importantes de la biologia es que las
caracteristicas de los individuos de una especie no “fijas” en su morfologia o fisiologia,
sino que varian de un individuo a otro. Un hecho real es que se espera que todos los
individuos que resulten de un proceso sexual difieran entre si y de sus progenitores en
numerosas caracteristicas, ain cuando conserven la mayoria de las similitudes con ellos
y pertenezcan a la misma especie. Este es el caso de los hongos que resultan de esporas
sexuales como oosporas, ascosporas y basidiosporas, Sin embargo, cuando los
individuos se reproducen asexualmnete, la frecuencia y el grado de variabilidad entre la
progenie disminuye ampliamente, pero aun asi ciertos individuos de la descendencia
mostraran diferentes caracteristicas. Este es el caso de la reproduccion por medio de
conidios, zoosporas, esclerocios y uredosporas. Este es el caso de la reproduccion de P.
digitatum y P. italicum en los huertos y en los almacenes sobre frutos podridos. Por
todo ello, es un hecho logico partir de la base de que distintos aislados de estos hongos
puedan presentar cierta variabilidad genética y fenotipica que se podria comprobar con
la diferente respuesta a ciertos estimulos y sustancias (fenotipo). Es de tener en
consideracién que, en muchos hongos, algunos procesos parasexuales conducen a la
variacion. Por otra parte, todos los patdgenos de plantas, en particular bacterias, virus,
hongos y probablemente micoplasmas, pueden producir variantes en ausencia de algun
proceso sexual, por medio de mutaciones y quizds por medio de adaptacion

citoplasmica (Agrios, 2010).

La mutacién y la recombinacion son los mecanismos de variabilidad presentes
en hongos fitopatdgenos y saproéfitos. Por medio de la mutacion se producen cambios
mas 0 menos repentinos en el material genético que es transmitido hereditariamente a la
progenie. Las mutaciones ocurren espontaneamente en la naturaleza en todos los
organismos Vivos, tanto en los que se reproducen solo por via sexual o asexual, como en
los que se reproducen utilizando ambos mecanismos. Es probable que cada afio
aparezcan en la naturaleza un gran nimero de mutantes que difieren de su progenitor en

su grado de virulencia y constituye un problema real; por ello, tienen sentido el estudio
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patoldgico de diversos aislados de Penicillium obtenidos de especies distintas de frutos

citricos, tal y como se ha hecho en el presente estudio.

Una evidencia de lo comentado es la aparicion de aislados resistentes a los
fungicidas de sintesis que constituye un problema muy serio en los almacenes

espafioles.

La taxonomia de microorganismos se ha fundamentado tradicionalmente en el
empleo de caracteres morfoldgicos y de propiedades bioquimicas y fisiologicas. En
muchos casos estas caracteristicas son bastante variables, dentro de la misma especie,
produciendo informacion insuficiente o poco precisa que conduce a la generacion de
clasificaciones artificiales. La explicacion a este fenébmeno se ha dado en los parrafos
anteriores. De hecho, una de las especies fingicas méas estudiada, Botrytis cinerea,
presenta tal variabilidad que algunos aislados reconocidos inicialmente como
pertenecientes a esta especie, se han separado en nuevas especies aparte, definiendo una
nueva especie denominada B. pelargonium. Posteriormente se ha comprobado que los
aislados de Botrytis obtenidos de plantas de hortensia (Pelargonium x hortorum)
afectadas por este hongo (enfermedad denominada “Botrytis blight”) son muy similares

genéticamente y responden todos ellos al perfil genético de B. pelargonium.

En las ultimas décadas, el desarrollo de herramientas de biologia molecular ha
jugado un papel fundamental en la taxonomia moderna de los hongos y bacterias.
Adicionalmente, su empleo ha mejorado el nivel de conocimiento sobre la biologia de
los microorganismos y sus relaciones filogenéticas con otros organismos, asi como
también han potenciado su exploracion bioprospectiva (Hawksworth et al., 1995;
Zuluaga et al., 2011).

Estas técnicas se fundamentan en el andlisis de cromosomas, y/o genes de sus
productos (proteinas) e incluyen entre otras: electroforesis en campo pulsado,
hibridacion ADN-ADN, polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP), analisis de la relacion G+C, polimorfismo del ADN amplificado al azar
(RAPD), polimorfismo de la longitud del ADN amplificado (AFLP), PCR especifico,
microsatélites, polimorfismos de nucledtidos Unicos (SNP) y secuenciacion directa del
ADN (Oren y Papke, 2010).
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En la taxonomia de microorganismos, las regiones que codifican para el ADN
ribosomal (ADNr) han sido las mas empleadas para realizar estos estudios, debido a que
contienen tanto regiones altamente variables como secuencias muy conservadas, que
pueden ser empleadas para realizar analisis a todos los niveles taxonémicos. La region
ADNr se encuentra en todos los seres vivos, pues participa directamente en la
conformacién de los ribosomas, estructuras celulares responsables de la sintesis de
proteinas. Debido a esta importante funcion, se ha planteado que su evolucion puede
reflejar la misma evolucion de los organismos vivos (Oren y Papke, 2010).

A pesar de la gran utilidad que poseen las regiones ribosomales para ser
empleadas en analisis filogenéticos, algunas veces se han encontrado incongruencias
entre los arboles generados, la biologia de los hongos estudiados y las relaciones
evolutivas de los taxones definidos. La principal razon de tales problemas radica en la
accion no uniforme de fuerzas evolutivas sobre las regiones ADNr de taxones cercanos.
Esto se ha solucionado mediante el analisis de regiones adicionales del genoma tales
como aquellas que codifican para proteinas como son: RPB1, RPB2, TEF1a, B-tubulina,

y y-actina.

Las regiones codificadoras de proteinas han sido aplicadas para contestar
preguntas taxondmicas a todos los niveles; por ejemplo han sido utilizadas para
determinar las relaciones entre eucariotas ancestrales, asi como para el estudio de las
relaciones evolutivas de diferentes grupos de microorganismos. Una de las principales
caracteristicas de estas regiones y de la cual se deriva su utilidad en estudios
filogenéticos, es su organizacién en regiones codificadoras (exones) interrumpidas por
regiones no codificadoras (intrones). Los intrones aparentemente no poseen una funcion
fundamental en las células, de tal manera que estan sujetas a un control evolutivo menos
riguroso que aquel ejercido sobre los exones; asi, dichas regiones presentan un alto
nivel de variacion en sus secuencias de nucleotidos, lo cual las faculta para su analisis

filogenético.

En la actualidad, la base para la deteccion, identificacion y caracterizacion de
bacterias y hongos en agroecosistemas, consiste en la combinacion de metodologias
morfologicas y bioquimicas tradicionales con técnicas moleculares soportadas en los

desarrollos bioinformaticos de los ultimos afios.
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Entre los procedimientos de deteccion de microorganismos mas comunmente
utilizados, se destaca el empleo de medios de cultivo selectivos y semiselectivos. Sin
embargo, el grado de sensibilidad de estos procedimientos es variable y frecuentemente
bajo, debido a diferencias en la comunidad microbiana del suelo que impiden el
crecimiento del microorganismo de interés y al grado de subjetividad generado en la

lectura de las colonias del microorganismo por parte de los operarios.

La utilizacién de plantas indicadoras ha sido otro componente de diagndstico rutinario
de microorganismos, aunque su utilidad es limitada por el bajo nivel de sensibilidad de
la prueba. Ademds, se han disefiado diversas técnicas serologicas que utilizan
anticuerpos policlonales y monoclonales en esquemas tipo ELISA o pruebas de flujo

lateral para uso en campo.

Aunque las tecnicas basadas en PCR tienen un alto potencial como método de
deteccion, su empleo rutinario es limitado por las inconsistencias generadas debido a la
inhibicién enzimatica de las reacciones por parte de compuestos fendlicos y
polisacaridos acidos presentes en las plantas, o por los acidos hdmicos y fulvicos de los
suelos. Existen diferentes alternativas metodologicas para solucionar dichos
inconvenientes, destacandose la utilizacion de la técnica de inmunocaptura que separa
eficientemente las células bacterianas de interés del resto de componentes de los
extractos mediante el empleo de anticuerpos policlonales.

En la actualidad, se viene incrementando el nimero de trabajos tendientes a
incorporar la metodologia de PCR en tiempo real en los programas de deteccion y

cuantificacion de inoculo de hongos y bacterias de diferentes sustratos y tejidos.

Una ventaja de los métodos basados en el uso de acidos nucleicos es la alta
precision que ofrecen para la deteccion de microorganismos, asi como Su Uuso
simultaneo para la caracterizacion genética de las cepas e incluso de su interaccién con
el hospedero. Estos métodos se dividen basicamente en dos grupos: hibridacion con
secuencias de ADN/ARN y aquellos que emplean la metodologia de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) (Oren y Papke, 2010). Estos ultimos se fundamentan en la
amplificacion exponencial de una secuencia de acidos nucleicos que es flanqueada por
un par de cebadores, los cuales son usados por una polimerasa termoestable de ADN
para la formacion de las nuevas cadenas. La técnica consta de multiples ciclos

(usualmente 35 a 40) en los cuales hay desnaturalizacion de ADN de doble cadena,
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anillamiento de los cebadores (oligonucledtidos de 16 a 35 bases), extension
(polimerizacién) y nuevamente desnaturalizacion. Esto permite la deteccidn precisa de
una region del genoma especifica y su posterior secuenciacion para caracterizarla con
exactitud (Oren y Papke, 2010).

En este estudio se justificaron genéticamente los aislados de P. digitatum y P.
italicum, purificados de limon y mandarina ambos, y se identificaron las especies con
PCR. Para ello se procedio obtener el ADN de un subcultivo realizado en medio de
cultivo de agar de patata y dextrosa (PDA, Scharlab®, Barcelona) en los laboratorios de
patologia vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena. Se realizaron cuatro
extracciones, dos de P. digitatum (uno de mandarina y otro de limén) y otros dos
asilados de P. italicum de mandarina y de limon. Las muestras preparadas se enviaron al
laboratorio SECUGEN S.L. de Madrid donde secuenciaron (los resultados se exponen
en la Fig. 4.3 Este analisis se hizo sélo para comprobar la identificacion morfolégica de
los aislados porgque no hubieron repeticiones.

PDG-mandarina
P. digitatum DBOF85 JQ724446.1
PDG-limén

98

PIT-mandarina

PIT-limén

98
75 P. italicum JF772180.1

10 5 0

Figura 4.3. Arbol filogenético inferido de la region ITS (espacios de transcripcion interna) del
ADN ribosomal (ITS1, 5.8S e ITS2) de dos especies de Penicillium aislados de mandarina y
limdn en laboratorio. (Programa: MEGA 4; Método: Neighbour Joining. Modelo: Kimura two-
parameter, 2000 bootstrap replicates.

PIT: Penicillium italicum, PDG: Penicillium digitatum. DBOF85 JQ724446.1 y JF772180.1:
Codigo de acceso en el GenBank database, NCBI, de los hongos homologos a los aislados de
laboratorio.

Como se observa en la Fig. 4.3., encontramos una buena correlacién entre la
clasificacion fenotipica y genética para las especies bien definidas. Sin embargo,
inicialmente, los aislados de P. italicum se clasificaron dentro de la especie P.
crisogenum, que esta descrita como especie causante de podredumbres en los frutos
citricos en La India. Dado que esta especie no esta descrita como agente causal de
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podredumbres en los frutos citricos, se procedid a repetir el analisis que confirmé que

por su similitud pertenecian a la especie P. italicum.

4.3. Importancia comercial de las podredumbres

Las pérdidas por podredumbres totales de los citricos son muy variables,
dependiendo ampliamente de la zona productora, condiciones de campo y de
almacenamiento (Martinez, 2007). Diversos estudios indican que estas pérdidas
representan entre un 5 y 8% del total de la fruta manipulada durante toda la campafa de
comercializacion (Vifas et al., 2005), alcanzando valores incluso superiores al 12% en

afios de climatologia anormal (Perucho y Tuset, 2001).

Las podredumbres ocasionadas por Penicillium son las principales causas de
pérdidas de los frutos citricos durante su comercializacion en condiciones mediterraneas
(Tuset, 1987; Vifas et al., 2005), éstas alcanzan del 60 al 80% del total de los agrios
(Tuset, 1987); siendo la podredumbre verde, sin ningun género de dudas, la principal de
nuestros agrios a lo largo de toda la campafia de comercializacion. Sin embargo, en los
limones, la podredumbre verde presenta una incidencia mucho mas baja que en naranjas
0 mandarinas (Tuset, 1987). La podredumbre verde suele tener una elevada incidencia a
principio y mitad de la campafia de comercializacion, mientras que la azul suele ser
importante al final de la misma. Las lluvias tempranas seguidas o no de tiempo seco y
caluroso son factores climaticos muy a tener en cuenta porque favorecen la
podredumbre azul, mientras que la podredumbre verde se ve acrecentada por lluvias

mas tardias seguidas de ambiente humedo y fresco.

4.4. Control de las podredumbres

Para el control de las enfermedades se pueden utilizar bien compuestos letales
sobre patégenos (fungicidas y bactericidas) o compuestos que retardan o inhiben su
crecimiento (fungistaticos y bacteriostaticos). Por otra parte, los tratamientos se pueden
hacer previamente al cosechado o ya en postcosecha como parte de los tratamientos de

lavado, confeccidn y conservacion.
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Para controlar los patogenos de herida, los tratamientos en el campo son
generalmente menos efectivos que los tratamientos postcosecha. Sin embargo, los
tratamientos precosecha son un buen medio de control cuando se producen dafios
considerables durante la recogida y los tratamientos postcosecha no se pueden realizar

pronto.

El control de los principales patdgenos postcosecha de los frutos citricos se
realiza mediante el empleo de fungicidas sintéticos. Aparte de su accién curativa, los
tratamientos con estos fungicidas se caracterizan por ser, en general, de persistencia
elevada y ejercer en mayor o menor medida una accion preventiva que protege al fruto
de futuras infecciones. Aunque su efectividad depende de la dosis y el modo de
aplicacion, en general es elevada. Este factor, junto a su facilidad de aplicacion y su
precio razonable han contribuido a perpetuar el uso de estos productos quimicos desde
su introduccion inicial hacia la década de los afios 1950. A pesar de sus ventajas, la
utilizacion masiva, continuada y en ocasiones poco controlada de los fungicidas
sintéticos ha generado graves problemas como son la aparicién de cepas de los
patdgenos resistentes a los fungicidas, el incremento de la produccion de residuos
quimicos y el aumento de la incidencia de ciertas enfermedades no controladas por estos
productos (Palou, 2005).

En este sentido, se ha investigado nuevos sistemas de control de las
podredumbres en postcosecha basados en procedimientos fisicos, medidas de
prevencion en campo y almacén, métodos bioldgicos y métodos quimicos basados en
sustancias naturales o inocuas con el fin de reducir la presencia de residuos en los
frutos, la liberacion de residuos al medio ambiente, la proliferacion de aislados
patogenos resistentes y ampliar el abanico de comercializacion de los productos en los

sistemas de Produccion Integrada, Residuo Cero o Produccion Ecoldgica (Palou, 2007).

4.4.1. Métodos de prevencion

La calidad global de la fruta fresca viene predeterminada por muchos factores,

tales como el estandar morfolégico y comercial de la variedad, su poder nutritivo, valor
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dietético, apreciacion sensorial, estado fitosanitario, condiciones higiénico-sanitarias,
etc. Sin embargo, es necesario seleccionar y aplicar una metodologia para mantener, en
la medida de lo posible, esa calidad alcanzada en el momento de la cosecha a lo largo de
toda la comercializacion del producto. Las pérdidas por podredumbres constituyen el
mayor problema de la comercializacién de los citricos cuando se almacenan en
condiciones adecuadas, por lo que los métodos de prevencion y control deben de

comenzar desde el principio de la produccion hasta el consumo.

4.4.1.1. Cultivo

La influencia medioambiental (clima y suelo) sobre el rendimiento y la calidad
de la fruta, y méas concretamente sobre su comportamiento despues de cosechada, esta
comprobada en muchos casos. La fruta de un mismo cultivo producido bajo climas
distintos puede reaccionar de forma diferente ante las temperaturas de la
frigoconservacion. La distinta composicion de los lipidos de la membrana parece marcar

la diferencia entre unas y otras.

La mejora varietal puede estar dirigida a conseguir cultivos més resistentes a las
patologias y fisiopatias que afectan a la fruta después de cosechada. Los mecanismos de
tolerancia y resistencia a estas alteraciones son de origen genético y pueden reforzarse
por medio de las técnicas tradicionales de cruzamiento-seleccion o por las mas

modernas de la ingenieria genética.

La ingenieria genética podria resultar muy eficaz para mejorar la conservacion
postcosecha de algunas frutas. En este sentido, cabe citar el ejemplo de la pera William
de la que se ha aislado una proteina inhibidora de la actividad del enzima
"poligalacturonasa™ (PG), dotada de un notable potencial para prevenir las alteraciones
infecciosas. El aislamiento y la transferencia a otros cultivos del gen responsable de esta
propiedad, conduciria a la mejora por via genética de la resistencia a infecciones de la
fruta durante su almacenaje. De hecho, ya se han conseguido tomates transgénicos
sintetizadores de altas dosis de PG que manifiestan resistencia a las infecciones por
Botrytis cinerea y mantienen su consistencia durante un tiempo extra después de

cosechados.
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La influencia del tipo de patron sobre la maduracion de la fruta (mas o menos
precoz) y sobre su contenido en calcio esta probada en muchas especies. Ambas
variables (precocidad y contenido en calcio) influyen, a su vez, sobre la aptitud de la
fruta para conservarse durante su almacenamiento. Experiencias realizadas en la
Universidad de Massachussets (EE.UU.) pusieron de manifiesto la influencia del patron
sobre la maduracion y conservacion postcosecha de manzanas variedad Starkspur

Supreme Delicious.

En cuanto a las técnicas de cultivo, el abonado y el aporte consiguiente de
elementos minerales a disposicion del arbol pueden influir sobre la resistencia o la
susceptibilidad de la fruta a determinadas alteraciones después de cosechada. El calcio
aumenta la resistencia frente a un buen numero de dafios, sobre todo de origen

fisioldgico.

Por otro lado, un exceso de nitrogeno hace a la fruta mas susceptible a los
ataques por microorganismos Yy, al mismo tiempo, incrementa el metabolismo

respiratorio, anticipando asi los fendmenos de senescencia.

Un exceso de riego vuelve las cuticulas méas susceptibles a una serie de lesiones
o microheridas en los frutos que pueden aparecer después de cosechados. Estas
alteraciones se convierten con frecuencia en vias de acceso a patdgenos que pueden
terminar de arruinar la calidad y presencia de la fruta. Cuando el agua de riego moja la
base del tronco se facilitan las pudriciones de almacén de origen fungico (Phytophthora

cactorum, Mucor piriformis, etc.).

4.4.1.2. Manipulacion

Las medidas previas a la entrada en camara de la fruta son todas aquellas que
tiendan a evitar heridas y contaminacién en la fruta, antes, durante y después de la
recoleccion, lo que se suele denominar como dafios mecanicos. En este sentido, deben
extremarse las medidas de higiene y limpieza en las operaciones manuales, los Utiles,
los embalajes y las maquinas de recoleccién, clasificacion y transporte de la fruta. El
cuidadoso manejo de la fruta para no producirle lesiones y heridas reviste el mismo

interés.
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4.4.1.3. Postcosecha

El elevado contenido acuoso de las frutas frescas recién cosechadas las hace
altamente vulnerables a los ataques por microorganismos. Sus consecuencias pueden ir
desde un deterioro aceptable y una pérdida de valor comercial asumible, hasta perjuicios

irreparables que inutilizan el producto para su consumo.

Los dafios producidos en la fruta fresca después de cosechada pueden ser de

varios tipos:

a) Enfermedades infecciosas producidas principalmente por hongos de pequefio
tamafo (micromicetos).
b) Fisiopatias.

c) Procesos naturales de senescencia

Las causas inmediatas o0 lejanas de que se presenten estos tipos de accidentes
tienden hoy a ser vistas bajo una perspectiva global e interrelacionada, donde se
estudian desde la influencia del medio (suelo y clima) y de la variedad cultivada, hasta
las técnicas de cultivo (labores, abonado, riego, podas...), tratamientos contra plagas y
enfermedades, estado de la fruta en el momento de su recogida, forma de llevar a cabo
la cosecha, posibles dafios fisicos por una mala manipulacién durante y después de
cosechada, el estado y caracteristicas de las cAmaras y los transportes, asi como los

regimenes de frio a que se someten en esta fase final previa a su puesta en los mercados.

El estudio de las interacciones de estas variables y sus efectos sobre el resultado
de la cosecha permiten actuar de forma coordinada, mediante la planificacion como un
todo del proceso productivo. Este tipo de estrategia acude a los recursos naturales de los
que son depositarias las plantas y la naturaleza, y los combina equilibradamente con las
tecnologias, reduciendo al minimo (compatible con el fin econdmico de la produccion)
los tratamientos con productos quimicos. Se conoce como "“estrategia de produccion
integrada” (PI).

El objetivo Gltimo es la mejor calidad y sanidad de los productos y a él se

subordinan las estrategias y las acciones en que éstas se materializan. El interés de las
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acciones productivas no se detiene en el momento de la cosecha. Por el contrario, se
prolonga a la fase de post-recoleccion, hasta el momento en que la fruta llega al
consumidor. Sin duda, el mejor procedimiento para preservar la calidad de las frutas y
hortalizas una vez recolectadas consiste en la aplicacion del frio con el fin de ralentizar
el metabolismo de estos productos frescos que contindan respirando una vez

cosechados.

La conservacion por frio disminuye la transpiracion de la fruta, inhibe la
germinacion de esporas y el crecimiento de hongos, y retrasa los cambios bioquimicos
que conducen a la senescencia. Todo ello contribuye a una reduccion de las pérdidas
postcosecha y a una mejora de la presentacion y la calidad intrinseca de la fruta. La
dilatacion de los periodos de conservacién postcosecha convierte a la frigoconservacion
en una actividad econdémica que permite diferir la oferta y concentrarla en los momentos

mas favorables.

La distribucion de las pérdidas durante su conservacion en camara varia segun la
clase de fruta. La de pepita tiene una conservacion normalmente larga, mientras que la

de hueso se limita a unas pocas semanas.

Los citricos, al no ser frutos climatéricos, alcanzan la madurez en el arbol sin
que se produzcan cambios importantes en la intensidad respiratoria y la produccion de
etileno. La causa principal de deterioro fisioldgico en estos frutos es el estrés hidrico
producido al separarlos del arbol, sin posibilidad de reposicion del agua que pierden a
partir de ese momento. La transpiracion produce desecacion, arrugamiento y
reblandecimiento del fruto y anticipan el momento de la senescencia. Si las pérdidas de
peso son excesivas, se produce un endurecimineto del fruto acompafiado generalmente
de un pardeamiento del flavedo. Las temperaturas de frigoconservacion reducen la
intensidad de estos fendmenos. Al retrasar la senescencia se mejora la resistencia
fisiolégica de los tejidos a los ataques por hongos y frenan la evolucion de las

podredumbres.
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4.4.2. Aplicacion de procedimientos fisicos, quimicos y microbianos para reducir
las podredumbres

El control directo contra los hongos de la post-recoleccion de los citricos se
puede realizar mediante lucha fisica, quimica (sustancias con accion fungicida o

fungistatica) o biologica.

4.4.2.1. Métodos fisicos

La lucha fisica se refiere a la adecuaciéon de tratamientos térmicos u otros

tratamientos fisicos con el fin de reducir o impedir el desarrollo fungico.

Dentro de la lucha fisica destacan los tratamientos por calor (curado y agua
caliente), irradiaciones (radiaciones ionizantes y luz ultravioleta) y otros tratamientos
fisicos complementarios a la conservacion frigorifica, como son las atmosferas

controladas (convencionales, hipobéricas y ozonizadas) y las atmésferas modificadas.

El curado o tratamiento con aire caliente, es un procedimiento por el cual la fruta
Ilegada del campo se almacena a altas temperaturas (>30°C) y alta humedad ambiental
(>90%) durante periodos de tiempo variable (1-3 dias). Un curado de 65- 72 horas a 33-
37°C reduce significativamente la incidencia de la podredumbre verde en naranjas,
mandarinas, pomelos y limones (Stange y Eckert, 1994; Artés, 1995a; Tuset et al.,
1996; Lanza, 1997; Plaza et al., 2003; Ballester et al., 2004 y Kinay et al., 2005). No
obstante, estos tratamientos resultan poco efectivos contra la podredumbre azul cuando
los frutos se almacenan posteriormente en frio (Plaza et al., 2003). A pesar de sus
efectos beneficiosos, el curado de los citricos no se esta utilizando a nivel comercial de
forma generalizada por el elevado coste que supone calentar grandes cantidades de fruta
durante varios dias, y en casos de aplicacion defectuosa, pueden producirse efectos
adversos en la calidad de la fruta tratada como pueden ser pérdidas de peso o

fitotoxicidades debidas a un exceso de calor (Palou, 2005).
Con los tratamientos con agua caliente pueden alcanzarse, en algunos casos, los
efectos beneficiosos del curado con una tecnologia mucho mas simple, practica y barata.

Bafos de poca duracion (2-3 minutos) en agua caliente (45-55°C) son efectivos contra
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las podredumbres verde y azul (Barkai-Golan y Apelbaum, 1991; Tuset et al., 1996 y
Palou et al., 2001b, 2002). Los principales factores limitantes son la poca persistencia
del tratamiento y el estrecho margen existente entre las temperaturas efectivas y las que

causan dafios irreversibles por calor en la piel de los frutos.

Los efectos tanto del curado como del agua caliente sobre P. digitatum y P.
italicum pueden ser directos o indirectos. Entre los primeros, los mas destacables son la
inhibicién de la germinacién o del crecimiento del tubo germinativo del conidio y los
dafos sobre las hifas fungicas en crecimiento (Barkai-Golan y Phillips, 1991; Schirra et
al., 2000). Los efectos indirectos se refieren a la induccion en el huésped de resistencia
a la infeccion. El calor puede contribuir a mantener o alargar la actividad antifingica de
compuestos constituyentes de la piel de los citricos como el citral o proteinas como la
quitinasa o la B-1,3-glucanasa (Ben-Yehoshua et al., 1992; 1995; Pavoncello et al.,
2001). También puede inducir la biosintesis, en heridas superficiales inoculadas con el
patdgeno, de compuestos no constituyentes con actividad antifungica Ilamados en
general fitoalexinas (Palou, 2005). Por otro lado, también puede catalizar la biosintesis
en heridas de la piel de ligninas y materiales analogos que actGan como una barrera
fisica a la penetracion de las hifas del hongo (Brown et al., 1978; Ben- Yehoshua et al.,
1989; Lanza, 1997). Ademas, el curado, pero especialmente el agua caliente, puede
llegar a fundir las ceras epicuticulares del flavedo y taponar asi microheridas y vias de
entrada de los patdgenos (D hallewin y Schirra, 2001).

Por otro lado, dentro de las irradiaciones, los primeros tratamientos realizados
con radiaciones ionizantes que se evaluaron para el control de Penicillium spp. en la
postcosecha de citricos fueron los rayos vy y posteriormente los electrones acelerados o
rayos f (Barkai-Golan y Kahan, 1966; Maxie et al., 1969; Barkai- Golan y Padova,
1981). Se observd que en comparacion con otros patdgenos de postcosecha de citricos
como Alternaria citri o Diplodia natalensis, P. digitatum y en mayor medida P.
italicum eran bastante sensibles a la radiacion y. Con una dosis de 1,0 kGy se

inactivaron el 98% y el 99,5% de las esporas respectivamente.

Una conclusion general de estos primeros estudios tanto en rayos y como f, fue
que la dosis minima necesaria para un control efectivo de las podredumbres (1,0- 1,5

kGy) podian resultar fitotoxicas, produciéndose dafios externos y manchas en la corteza
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de los frutos. Por ello, se probaron dosis inferiores (0,25-0,50 kGy) en combinacion con
otros tratamientos como el calor o las envolturas plasticas (Barkai- Golan et al., 1969;
Lezhneva et al., 1973; Barkai-Golan y Padova, 1981). Aunque algunos resultados
fueron satisfactorios, el uso de esta tecnologia no se generaliz6 como método de control
de enfermedades porque las instalaciones especiales que se requieren, caras y poco

practicas, no se justifican con los beneficios obtenidos (Palou, 2005).

La luz ultravioleta (UV), es altamente energética y puede ser facilmente
absorbida por los organismos vivos. Este principio se ha utilizado para intentar inactivar
los conidios de P. digitatum y P.italicum, pero se observo que los pigmentos presentes
en ambos tipos de esporas las protegian de la accion de la luz UV (Asthana y Tuveson,
1992). Distintos estudios indican que la irradiacién a dosis bajas (2-8 ki/m?) de luz UV
lejana o de baja longitud de onda (UV-C, entre 100 y 280 nm) puede reducir la
incidencia de la podredumbre verde en distintas especies de citricos, aunque la
efectividad y la posibilidad de que se produzcan fitotoxicidades depende de la dosis, el
tipo de fruto y su estado de madurez (Chalutz et al., 1992; Droby et al., 1993; Kinay et
al., 2005). En este sentido, la luz UV-C es una hormetina porgue es nociva a altas dosis
pero a dosis subletales estimula una respuesta beneficiosa que consiste en la induccion

en la piel del fruto de resistencia a la infeccion (Palou, 2005).

Otros sistemas fisicos complementarios a la conservacion frigorifica es la
utilizacion de las atmosferas controladas convencionales, hipobaricas y ozonizadas. El
almacenamiento en estas condiciones no ejerce por si mismo una actividad fungicida,
pero si una accién fungistatica de inhibicion o retraso del crecimiento de los patdgenos.
Por otro lado, el frio ralentiza la actividad metabdlica del fruto y retrasa su entrada en

senescencia, ayudando asi a mantener la resistencia natural del fruto a la infeccion.

A pesar de los sistemas fisicos descritos brevemente con anterioridad, que deben
ser utilizados junto con la refrigeracion frigorifica,, el almacenamiento exclusivo a baja
temperatura, alta humedad y ventilacién adecuada es el sistema universal adoptado a
nivel comercial siempre que se pretende retrasar considerablemente la llegada de los
frutos citricos a los mercados. Las condiciones recomendadas son muy variables, pero
en general pueden situarse en 90-95% de humedad relativa y 3-5°C para las naranjas

(Kader y Arpaia, 2002). Las temperaturas inferiores a los 3°C y superiores al punto de

49



LAS PODREDUMBRES VERDE Y AZUL DE LOS FRUTOS CITRICOS | 2013

congelacién, pueden provocar dafios por frio. Los limones, sin embargo, presentan una
susceptibilidad al frio mucho mayor que las naranjas, por lo que deben ser conservados
a una temperatura superior a unos 13°C, dependiendo de la variedad, para evitar los
dafios ocasionados por la temperatura (Artés, 1987). A temperaturas bajas, el desarrollo
de Penicillium spp. en el fruto se ve ralentizado pero no inhibido totalmente. Se trata de
un efecto transitorio que solamente dura el tiempo que dura la exposicion a las bajas
temperaturas y que es superior para P. digitatum que para P. italicum. Mientras que a
temperaturas ambientales P. digitatum crece mas rdpidamente que P. italicum, a
temperaturas inferiores a 10°C ocurre lo contrario. La temperatura Optima de

crecimiento es de 24°C para ambos patogenos (Whiteside et al., 1993).

La conservacion frigorifica de los citricos en atmdsfera controlada convencional
(5-10% O, + 0-5% CO, para naranjas) no se ha generalizado porque las ventajas que
proporciona respecto al alargamiento de la vida fisioldgica del fruto no compensan los
elevados costos de instalacion y mantenimiento. El enriquecimiento de atmdsferas
controladas con mondxido de carbono (CO) al 5-10% tiene un efecto fungistatico
importante pero, al tratarse de un gas toxico e inflamable, su uso requiere la
implementacion de medidas de seguridad caras que lo hacen inviable econémicamente
(Kader y Arpaia, 2002).

Las atmosferas controladas hipobaricas o de baja presion (75-175 mmHg) no
ofrecen ventajas sustanciales respecto a las atmosferas controladas convencionales
(Spalding y Reeder, 1976). Esta es una tecnologia especialmente adecuada para alargar
la vida datil de productos hortofruticolas cortados en fresco, pero presenta el

inconveniente principal del coste elevadisimo que supone su utilizacion y uso.

Otra técnica positiva para el control de las podredumbres y que no genera un
coste adicional excesivo es la conservacion frigorifica en atmdsferas ozonizadas. Esta
técnica presenta en la actualidad un gran interés en el sector citricola espafiol, ya que se
puede generar una atmdsfera ozonificada con la instalacion de pequefios generadores de
0zono que se acoplan facilmente a las paredes de las camaras frigorificas. Sin embargo,
se ha demostrado ( que el ozono (O3) gaseoso es incapaz de controlar infecciones de P.
digitatum y P. italicum establecidas en la piel del fruto y, por tanto, en ningln caso

puede considerarse un sustituto de los fungicidas aplicados en dréncher o en la linea de
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confeccion Palou et al., 2001a). Aunque se trata de un gas con un evidente poder
fungicida debido a su elevada capacidad oxidante, Unicamente actta por contacto y, a
concentraciones no fitotdxicas, este contacto no se produce cuando las estructuras
fangicas se desarrollan en el interior de la piel (Palou, 2005). No obstante, la
ozonizacion continua o intermitente del ambiente de las camaras inhibe de forma
importante el crecimiento aéreo del micelio y la esporulacion en citricos conservados en
frio, pudiéndose asi reducir la carga de in6culo fangico presente en los almacenes y
también evitar la proliferacion de cepas de Penicillium spp. resistentes a los fungicidas.
Sin embargo, este efecto es solamente transitorio y los patdgenos reanudan su
crecimiento aéreo y esporulan cuando el ozono deja de estar presente en el ambiente
(Harding, 1968; Palou et al., 2001a).

4.4.2.2. Fungicidas de sintesis

Los primeros fungicidas que se utilizaron en los frutos citricos, tras su
recoleccion, datan de la década de 1950. Estos estaban limitados al borax, carbonato
sodico y ortofenilfenato sédico (SOPP). De estos, actualmente sélo se utiliza el SOPP,
ya que presenta actividad casi exclusivamente sobre parasitos de heridas (Penicillium
spp.), pero es ligeramente toxico, y obliga a lavar los frutos tras su aplicacion. En la
siguiente década es, con la llegada del 2-aminobutano (2-AB) y, sobre todo, de los
derivados del bencimidazol, cuando se inicia el avance en la aplicacion de estas

sustancias.

El 2-AB es un fungicida de gran especificidad sobre Penicillium. No impide la
esporulacién, no es fitotoxico y tiene una baja toxicidad sobre animales de sangre
caliente. Se utilizaba antes de la desverdizacion y de la conservacion frigorifica de los
frutos citricos (Agusti, 2000).

Dentro de los bencimidazoles, fungicidas sistémicos, el tiabendazol (TBZ) vy el
benomilo pueden penetrar a través de la cuticula y epidermis. Ademas, se han mostrado
altamente eficaces sobre los hongos de herida, presentan gran actividad antiesporulante
frente a Penicillium spp., y son muy poco toxicos. A la vista de ello, no es extrafio que
su empleo se haya extendido por todos los paises productores de citricos para consumo
en fresco y se hayan convertido en productos, practicamente, insustituibles. A pesar de
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ello, estos productos no controlan Alternaria, Geotrichum y Phytophthora (Agusti,
2000).

Los bencimidazoles son inhibidores de la multiplicacién fangica, actuando sobre
la mitosis (Hutson y Miyamoto, 1998) y sobre el movimiento celular en la hifa fangica
(Tuset, 1987). Esta accion produce la desorganizacion de la estructura de la hifa y, de
este modo, se paraliza el crecimiento de la misma (Tuset, 1987). Las concentraciones
bajas de estos fungicidas inhiben la elongacion del micelio y la altas actdan sobre la

germinacion de esporas (Barbera, 1989).

Los mejores resultados con estos productos se han obtenido cuando se aplican
como suspensiones de agua. Su formulacion en ceras y resinas determina problemas de

resistencia a Penicillium spp.

En el grupo del imidazol, el imazalil es activo frente a Penicillium spp. y
ligeramente eficaz contra Alternaria spp., Botrytis spp. y Geotrichum spp. Los
imidazoles y triazoles pertenecen al grupo de fungicidas denominados “inhibidores de la
biosintesis del ergosterol”, un esterol que esta presente en las células de muchos hongos.
Su accidn toxica la realizan en diversas etapas de la biosintesis de este compuesto, lo
gue hace que los hongos tengan dificultades para desarrollar resistencias (Tuset, 1987).
Dentro de este grupo, los triazoles pertenecen a los denominados retardadores del
desarrollo del crecimiento vegetal, inhibiendo la sintesis de acido giberélico en los
meristemos subapicales, impidiendo de este modo el crecimiento a nivel de tallos y
ramas de las plantas y potenciando el poder sumidero de otras partes de la planta
(Hutson y Miyamoto, 1998).

El procloraz es muy similar al imazalil, aunque posee una menor penetracion en
la corteza, lo que le confiere una cierta actividad subticular y, por ello, una fuerte accion
antiesporulante. Es mas activo que el imazalil frente a Alternaria spp. y Geotrichum
spp., pero presenta una respuesta erratica en el control de las infecciones profundas de
Penicillium spp. En ambos casos, sus formulaciones como suspensiones en agua son las

mas eficaces (Agusti, 2000).
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Del grupo de las diguanadinas, la guazatina es eficaz en el control de las
infecciones incipientes de Penicillium digitatum y de Geotrichum candidum, pero es
poco eficaz frente a Penicillium italicum y préacticamente nulo en el control de
Alternaria spp. y Collectotrichum spp. De él, solo son eficaces las suspensiones en agua
(Tuset, 1987).

El modo de accién de muchos tipos de fungicidas no es todavia muy bien
conocido, pero parecen actuar en lugares muy especificos de las células flngicas. Esta
caracteristica puede estar intimamente relacionada con el desarrollo de resistencias por
parte de los patdgenos, lo que a menudo es un serio problema para los nuevos

fungicidas especificos (Hutson y Miyamoto, 1998).

Las resistencias a los fungicidas en los tratamientos postcosecha de nuestros
agrios es, desde hace varios afios, una manifestacion preocupante, debido a que las
podredumbres se combaten con la aplicacibn masiva y continuada de productos
tradicionales de sintesis, lo que ha generado la aparicién, proliferacion y dispersion de
biotopos resistentes en las poblaciones de los patdégenos de Penicillium (Wilson et al.,
1997; Vifas et al., 2005). Los fungicidas de sintesis autorizados en la postcosecha de
los citricos que son utilizados corrientemente son: procloraz, miclobutanil, 2-fenilfenol,
acetato de guazatina, imazalil, metiltiofanato, fosetil-al, pirimetanil, tiabenbazol y las
combinaciones autorizadas de algunos de ellos que pueden ser consultadas en el registro

de productos fitosanitarios del Ministerio de Agricultura (http://www.magrama.gob.es/).

De entre ellos, los fungicidas mas afectados por la aparicion de resistencias son
los derivados del benzimidazol (tiabendazol y benomilo) (Perucho y Tuset, 2002). El
imazalil, fungicida derivado de los imidazoles de uso frecuente, tampoco escapa a este
problema, de tal modo que, 10 afos después de ser puesto en el mercado, ya se
detectaron resistencias importantes (Martinez, 2007). También se ha constatado la
presencia de numerosos aislados resistentes de P. digitatum y P. italicum expuestos
continuamente a ortofenilfenol (2-fenilfenol). La proliferacion de cepas resistentes al
imazalil y al tiabendazol esta siendo un problema cada vez més frecuente en Espafia. En
los ultimos afios, el porcentaje de aislados de P. digitatum resistentes al imazalil es del
30% (Bus et al.,, 1991; citados por Vifias et al., 2005). También se ha puesto de
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manifiesto la presencia de aislados de las dos especies de Penicillium resistentes al

tiabendazol en Cataluiia (Palou et al., 2001).

4.4.2.3. Substancias naturales de accion fungicida

Los aceites esenciales son un grupo de sustancias naturales que se estan
probando en experimentos cientificos planeados desde la década de 1940 y estan
ofreciendo resultados prometedores para que puedan ser utilizados en el futuro en el
marco de una Produccion Integrada de citricos. Estos aceites son compuestos, de tipo
lipofilico, altamente volatiles y con fuertes propiedades aromaticas que son sintetizados
y almacenados en determinados compartimentos y estructuras celulares. Presentan un
importante papel en las proteccion de las plantas, ya que tienen propiedades
antibacterianas, antivirales, antiflngicas e insecticidas (Hernandez, 2011).

En la actualidad se conoce la actividad antimicrobiana de muchos de estos
aceites y se utilizan al menos en el industria alimentaria como inhibidores de microbiota
bacteriana acompafiante (Calvo y Shiva, 2003), pero son escasos los trabajos que
estudian su mecanismo de accion y se desconoce este mecanismo en gran parte. Kurita
et al. (1981) escanearon 40 compuestos de aceites esenciales contra siete especies de
hongos y Singh et al. (1980) contra veintidds especies de hongos, incluyendo patégenos
de plantas, llegando a poner de manifiesto una gran selectividad entre tipo de aceite y
especie atacada. La actividad antifungica de los aceites esenciales ha sido atribuida a
fenoles monoterpénicos, especialmente el timol, carvacrol y eugenol (Isman, 2000);
también al D-limoneno, cineol, a-pineno, B-pineno, B-mirceno y alcanfor (Barkai-
Golan, 2001), o adicionalmente a p-anisaldehido y L-carvona. Sin embargo, existe
cierta especificidad entre ellos, L-carvona es efectiva contra B. cinerea, pero no contra
Penicillium sp. (Palou et al., 2001). Los extractos de aceites de tomillo (Cayuela y
Garcia, 2007; Martinez, 2007) y enebro (Martinez, 2007) también han mostrado su
eficacia para controlar las especies de Penicillium patogenas de los agrios.

Aunque, por lo argumentado anteriormente, no es un tema actual que los aceites
esenciales sean reconocidos como portadores de compuestos fungitoxicos, no se han
utilizado todavia como tratamientos fungicidas en postcosecha principalmente por
carencia de estudios cientificos sobre el tema, pero también porque la industria
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encuentra mas facil patentar y proteger nuevos compuestos sintéticos que productos
naturales de las plantas (Wilson et al., 1997). Sin embargo, se esta utilizando un
formulado a base de aceites esenciales de romero como un fungicida de amplio espectro
en cultivos y el aceite de clavo se usa comercialmente como herbicida, inhibidor de la
brotacion de la patata y fungicida (Hall y Fernandez, 2004). Los aceites de tomillo rojo
(Thymus zygis L.) son utilizados en Espafia como fungicidas y repelente natural con

accion preventiva y curativa en agricultura ecoldgica (De Lifian, 2006).

Los aceites esenciales de clavo y canela presentan una elevada actividad
microbiana contra mohos, levaduras y bacterias patégenas como Bacillus anthracis
(Davidson, 1997). Otras especies bacterianas afectadas son: Escherichia coli,
Enterobacter faecalis, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, entre otras muchas
especies (Hernandez, 2011). Estos aceites, especialmente el de clavo, presentan
actividad antifangica contra las especies de Penicillium aisladas del aire (Pinheiro et al.,
2011). EIl aceite de clavo es eficaz contra especies de Alternaria, Fusarium, Botrytis,
Septoria y Penicillium digitatum, mientras que los aceites de canela son efectivos contra
Fusarium moniliforme (Hall y Fernandez, 2004) y varias especies de Penicillium
(Davidson, 1997; Yigit et al., 2000). Estos aceites poseen también actividad antifingica
contra Aspergillus sp. (Llewellyn et al., 1981; Kim et al., 1995). El aceite de clavo
inhibe el desarrollo de Aspergillus niger (Hernandez, 2011) y se consideran compatibles
con las frutas y sus derivados (Kim et al., 1995). El aceite esencial mayoritario del clavo
es eugenol, derivado fendlico con propiedades medicinales, antimicrobianas y
antifangicas. El aceite de clavo contiene este compuesto entre aproximadamente 50 y
98% de la composicion total de aceites esenciales. El eugenol esta presente en otras
plantas también, pero no a tan elevada proporcion. El aceite esencial de canela contiene
un 8% de eugenol y es rico en cinamaldehido (Davidson, 1997; Martinez, 2012). Su
actividad antifingica es debida a la accion sobre la membrana celular, provocando la
desestabilizacion de la misma e induciendo a la muerte celular (Herndndez, 2011). Otros
aceites con accion antifungica que contiene el aceite de clavo es el B-cariofileno, a-
humuleno y acetato de eugenol, mientras que el de canela es rico en cinamaldehido.
Entre otros, también se han identificado los siguientes compuestos antifungicos
presentes en los aceites de clavo y canela: timol, alcanfor, limoneno, carvacrol
(Regnault-Roger et al., 2004).
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Otros compuestos de interés que no estan relacionados directamente con los
aceites esenciales y que son componentes naturales del flavedo de los frutos citricos, ya
sean preformados o inducidos (fitoalexinas), también presentan actividad antifingica.
Entre ellos destacan algunos terpenos como el citral y cumarinas como la limetina, la
escoparona o la escopoletina. La actividad de todos estos compuestos naturales
disminuye sensiblemente a medida que el fruto envejece. Algunos se han conseguido
sintetizar artificialmente e incluso utilizar como tratamientos fungicidas, aunque aun no
a escala comercial. Ciertos compuestos arométicos volatiles que se producen durante la
maduracion de algunos frutos, como el aceacetaldehidol hexanal o el benzaldehido,

también presentan actividad antifungica (Palou, 2007).

4.4.2.4. Control bioldgico

El control, con el empleo de agentes microbianos antagonistas (bacterias y
hongos) es una prometedora alternativa al uso de los fungicidas. Alun en sus comienzos
y, especialmente, en los citricos su uso estd muy poco extendido. Este tipo de control
pretende reducir el in6culo fungico depositado en la corteza de los frutos mediante la
actividad bioldgica (por competencia, produccion de antibidticos o lisis enzimética)
desarrollada por el agente antagonista en las inmediaciones del hongo patégeno. Los
animadores de este tipo de lucha la consideran ventajosa respecto a otros sistemas

porque, segun ellos, los antagonistas son (Tuset, 1999):
- Més seguros (en el sentido de fiabilidad) al no acumularse en los alimentos,
- Mas persistentes que los fungicidas,
- Maés suaves en la rotura del balance ecoldgico, al no incidir en los enemigos naturales.
- Comparables en eficiencia con los fungicidas.

De hecho, con resultados atractivos en el control, especialmente de Penicillium
spp., diferentes especies bacterianas de los géneros Pseudomonas (P. cepacia, P.
fluorescens, P. syringae) y Bacillus (B. subtilis) y de las levaduras Pichia guilliermondii

y Candida oleophila (Aspire), entre otras, han sido empleadas en pequefios ensayos

semi-comerciales y también, como C. oleophila, en almacenes en plena campania.
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Es conveniente saber que un microorganismo que va a ser empleado como
antagonista en postcosecha, debe tener como minimo las siguientes caracteristicas
(Tuset, 1999):

- Ser genéticamente estable.

- Efectivo a bajas concentraciones y contra un amplio nimero de patdgenos.
- No ser él, ni sus posibles metabolitos, perjudiciales para el hombre.

- Compatible con los procesos comerciales (encerado, espumado, etc.)

- No patdgenos de los frutos.

Esto que debe ser siempre respetado, conlleva obstaculos biolégicos y
econdmicos importantes. Es imprescindible conocer muy bien los mecanismos que
utiliza el agente antagonista, los metabolitos originados, y su capacidad patdgena (tanto
para los animales de sangre caliente como para los vegetales), su estabilidad genética
durante mucho tiempo (afios) y lo que creemos es mas interesante, su eficacia sobre los
diferentes patdgenos que aquejan a los citricos durante su comercializacion. Pues no
podemos olvidar que un antagonista es como un “fungicida animado” con el “peligro”
de ser transformado por el ambiente ecoldgico. Si se cumple lo indicado el mercado
potencial de los antagonistas es considerable, pero hoy todavia se necesitan programas
de investigacion y desarrollo cualificados y de larga duracién para lograr agentes con
suficiente garantia para ser empleados en la post-recoleccion de los agrios. El
consumidor adn no esta preparado para la idea de que en la superficie del fruto que va
degustar existe una capa mas o menos tupida compuesta por un microorganismo Vvivo
que tedricamente la estd protegiendo de otros. No obstante el futuro, con toda la
investigacion por delante, decidird.

4.4.2.5. Potenciacion de las defensas naturales de los frutos

En general, las plantas se defienden de los patdgenos por la combinacion de dos
tipos de defensa: una defensa estructural, que actia como barrera fisica e inhibe la

entrada y proliferacion del patdgeno, y una defensa bioquimica, que produce sustancias
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que son directamente toxicas para el patdgeno o crean condiciones para inhibir su

crecimiento.

La actuacién conjunta de los mecanismos de respuesta de las plantas a patdgenos
requiere de una precisa regulacion mediada por la presencia de diferentes moléculas
sefializadoras vegetales. El acido jasmonico y el &cido abscisico son compuestos

reguladores de las plantas que participan en numerosas respuestas de defensa.

El acido salicilico (SA) (acido 2-hidroxibenzoico) es una hormona que tiene un
papel importante en la activacion de respuestas de la planta frente al ataque de
patdgenos (Dempsey et al., 1999). Los mecanismos por los cuales el SA actua en las
plantas son variados y pueden suponer alteraciones en la sintesis y actividad de algunas
enzimas, aumento en la expresion de genes de defensa, potenciacion de varias
respuestas de defensa y/o generacion de radicales libres. Mediante el empleo de plantas
mutantes ha sido posible el aislamiento de genes implicados en las rutas de defensa

mediadas por SA (Dempsey et al., 1999).

Distintas plantas y animales pueden producir péptidos antimicrobianos como
parte de sus mecanismos naturales de defensa. Algunas de estas proteinas como el
hexapéptido PAF19, sintetizado en el IATA de Valencia, o las proteinas quitinasa y p-
1,3-glucanasa, biosintetizadas por el fruto como respuesta a un tratamiento estresante
han mostrado capacidad inhibidora de la podredumbre verde de los citricos. La proteina
Harpin (Messenger®), aislada a partir de la bacteria patégena Erwinia amylovora, se ha
ensayado como sustancia inductora de resistencia a patdgenos postcosecha. El &cido
jasmonico y el metil-jasmonato, conocidos conjuntamente como jasmonatos, son
reguladores naturales del crecimiento con capacidad inhibidora de la podredumbre
verde de los citricos. El quitosano, un polimero de la -1,4-glucosamina que se obtiene
por deacetilacion de la quitina del exoesqueleto de los artropodos y que también es un
componente estructural de la pared celular de algunos hongos, y su derivado el glicol-
quitosano, también presentan actividad antifingica contra distintos patdgenos de
postcosecha (Palou, 2007).
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5.1. Introduccion

En los capitulos anteriores, se ha puesto de manifiesto la importancia que tienen
los hongos Penicillium digitatum y P. italicum en la infeccion y colonizacion de los
frutos citricos y las considerables pérdidas que producen en el sector citricola espafiol.
También se argumento que estos patdgenos son de herida, es decir, no pueden provocar

infeccion a través de la superficie intacta del flavedo.

Cualquier accidente climatico o alteracion fisiologica que cause dafios en la
superficie del fruto contribuye a aumentar su susceptibilidad a las podredumbres verde y
azul durante la post-recoleccion. En nuestros citricos, el aumento experimentado desde
hace una decena de afios por las diferentes dermatosis 0 manchas de los frutos durante
su periodo de madurez, de origen variable, los predispone a los hongos, especialmente a
Penicillium digitatum, Penicillium italicum y Botrytis cinerea. Estos micromicetos se
instalan en las zonas de la corteza alteradas donde encuentran las condiciones mas
favorables para las etapas de la germinacion de los conidios y de la infeccion. El
podrido de los frutos, por consiguiente, esta practicamente asegurado especialmente en

los meses de marzo y abril.

Tradicionalmente, se estan utilizando en los almacenes citricolas espafioles
diversos tipos de fungicidas que ya se han comentado en los apartados anteriores. Sin
embargo, como propuesta general, y posiblemente la mas importante en la produccién
integrada, el control de las plagas y enfermedades se debe conducir al menor uso de los
medios quimicos (productos antiparasitarios) potenciando los métodos culturales,
bioldgicos, biotécnicos y fisicos. La produccidn integrada pretende que la actividad
agricola tiene que ser siempre respetuosa con el medio ambiente, sin menoscabo de su
rentabilidad.

Ahora bien, como la tendencia es firme hacia este modelo de produccién
agricola y ésta debe permitir una rentabilidad con la obtencion de un producto de
calidad, el control de los patdgenos flngicos mas activos en post-recoleccion debe de
ser priorizado y ademas con resultados positivos. Para ello es necesario realizar ensayos

in vitro e in vivo con los principales patégenos que actdan en postcosecha empleando
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nuevas sustancias naturales, como son los aceites esenciales, que nos permitan mejorar
toda la parte del control, reduciendo los residuos y disminuyendo el posible impacto

ambiental.

Los aceites esenciales son un grupo de sustancias naturales que se estan
probando en experimentos cientificos planeados desde la década de 1940 y estan
ofreciendo resultados prometedores para que puedan ser utilizados en el futuro en el
marco de una Produccion Integrada de citricos. Estos aceites son compuestos, de tipo
lipofilico, altamente volatiles y con fuertes propiedades aromaticas que son sintetizados
y almacenados en determinados compartimentos y estructuras celulares. Presentan un
importante papel en las proteccion de las plantas, ya que tienen propiedades

antibacterianas, antivirales, antiflngicas e insecticidas (Hernandez, 2011).

Muchas especias y hierbas exhiben actividad antimicrobiana; entre las usadas en
alimentos se encuentran por ejemplo el apio, cilantro, laurel, almendra, albahaca, café,
angélica, puerro, rdbano picante, hierbabuena, tomillo, etc. El primer reporte del uso de
las especias como conservadores se remonta a unos 1.550 afios a.c., cuando los antiguos
egipcios las empleaban para conservar alimentos y embalsamar a los muertos
(Davidson, 2001). Ciertas especias inhiben el crecimiento de microrganismos, como
canela, clavo y mostaza con gran poder conservante. O también pimienta, laurel,
cilantro, comino, orégano, romero, salvia y tomillo, que tienen actividad intermedia. La
funcién conservadora se debe a los aceites esenciales, en cuya composicién poseen
compuestos tipo eugenol o aldehido cinamico con poder antimicrobiano. También
presentan actividad antimicrobiana las oleorresinas de estas especias. La aplicacion de
aceites esenciales provenientes de orégano, cilantro (Coriandrum sativum L.) y tomillo,
entre otros, se ha estudiado para controlar en tomate a los hongos incidentes en
postcosecha, R. stolonifer, B. cinerea, Alternaria arborescens Simmons y Geotrichum
candidum Link. Los resultados han sido variables, en funcion del hongo y del tipo de

extracto evaluado.

En el caso del aceite esencial de comino, se observdé que E. coli y S.

typhimurium tuvieron valores de 750 mg/L de concentracion minima inhibitoria. Se ha
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atribuido la actividad antimicrobiana del aceite esencial de comino al alto nivel de
cuminaldehido, asi como a otros compuestos minoritarios presentes como [B-pineno,

limoneno y a-pineno.

Los aceites esenciales de clavo y canela presentan una elevada actividad
microbiana contra mohos, levaduras y bacterias patégenas como Bacillus anthracis
(Davidson, 1997). Estos aceites, especialmente el de clavo, presentan actividad
antifungica contra las especies de Penicillium aisladas del aire (Pinheiro et al., 2011). El
aceite de clavo es eficaz contra especies de Alternaria, Fusarium, Botrytis, Septoria y
Penicillium digitatum, mientras que los aceites de canela son efectivos contra Fusarium
moniliforme (Hall y Fernandez, 2004) y varias especies de Penicillium (Davidson, 1997;
Yigit et al., 2000). Estos aceites poseen también actividad antifungica contra
Aspergillus sp. (Llewellyn et al., 1981; Kim et al., 1995).

Un nuevo extracto con potentes propiedades antifingicas es el extracto obtenido
a partir de Aloe vera L., que se ha encontrado que tiene actividad antifingica contra
cuatro patégenos de postcosecha comunes: Penicillium digitatum, P. expansum, Botrytis
cinerea y Alternaria alternata (Barkai-Golan, 2001). Otros estudios con extractos de
Aloe vera L. también resultaron positivos al inhibir la germinacion de esporas de B.

cinerea en 95% y el crecimiento micelial en 68%.

En general los plaguicidas de origen vegetal son biodegradados a productos no
toxicos y de baja persistencia, por lo tanto no presentan efectos negativos para el medio
ambiente y desaparecen despues de cumplir su funcién sin llegar a la cadena alimenticia
del hombre, ademas estas sustancias suelen ser activas con lo que es muy recomendable

su uso como agentes de control de enfermedades (Sung-Eun y et al., 2001).

En definitiva, el objetivo fundamental de este estudio ha sido evaluar la
capacidad fungistatica del gel de Aloe vera y de los extractos de aceites esenciales de
cilantro, comino, clavo y canela sobre el desarrollo in vitro de distintos aislados de P.
digitatum y P. italicum con el fin de chequear el efecto de las sustancias antifingicas

presentes en estos preparados en un primer experimento de escrutinio y de poner de
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manifiesto la posible variabilidad de la respuesta de los diferentes aislados dentro de la
misma especie a estas sustancias. De este modo, las sustancias que, después de este
estudio, presenten mayor poder fungistatico o fungicida seran seleccionadas para un

estudio més profundo en el siguiente apartado (Cap. 6).

Tabla 5.1. Lista de plantas usadas como saborizantes que poseen actividad antimicrobiana.
Fuente: Lopez-Malo (1995).

Ajedrea (Savolr)
Ajo(Garlic)
Albahaca(Basil)

Anis (Anise)

Agzafran (Saffron)
Canela ( Cionamon)
Cardamomo(Cardamos)
Cebollinos (Chives)
Cilantro (coriander)
Calvo (Clove)
Comino(Cumin)
Curcuma( Turmeric)
Eneldo(Dill)

Estragon (Tarragon)
Hinojo(Fennel)
Jengibre(Ginger)

Laurel (Bay)

Macis (Mace)
Mejorana(Marjoram)
Menta (Mint)

Mostaza (Mustad)

Nuez moscada (Nutmeg)
Perejil(Parsley)

Perifollo (Chervill)
Pimienta (Pepper)
Pimienta de cayena ( Red pepper)
Pimienta de Jamaica (Alispice)
Pimentén (Paprika)
Romero (Rosemary)
Salvia (Sage)

Semilla de apio (Clery seed)
Te limon (Lemosngrass)
Tomillo (Thyme)
Vainilla (Vanilla)

La tabla 5.1 muestra una lista de plantas utilizadas como saborizantes y que

también poseen actividad antimicrobiana.
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5.2. Materiales y métodos
5.2.1. Material experimental y tratamientos

Previo a la realizacion de las experiencias in vitro del presente capitulo, se
capturaron dos aislados de P. digitatum, uno obtenido de un fruto de limon (Citrus
limon (L.) Burm. var. Fino), el cual presentaba una podredumbre verde, y otro de un
fruto de mandarina (Citrus deliciosa Ten,) con el mismo tipo de podredumbre. Se
procedié del mismo modo con dos aislados de de P. italicum. Las muestras se
recogieron en la cooperativa El Limonar de Santomera, a partir de los frutos de destrio
del dia 25 de Octubre de 2011. Esos frutos de destrio provenian de unos huertos de
limoneros y de mandarinos de localizacion préxima a la cooperativa, es decir, en los
campos de Santomera (Murcia). Se recogieron varias muestras de cada tipo de fruto y
podredumbre y se transportaron el mismo dia en coche particular hasta el laboratorio de
patologia vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena. El aislamiento se realiz
inmediatamente a partir de un Unico fruto de cada una de las podredumbres en una
cabina de flujo laminar, utilizando para ello un medio de cultivo sintético de agar de
patata y dextrosa (PDA. Scharlab®. Barcelona). Las placas se incubaron a 26°C hasta el
desarrollo completo de los hongos. Posteriormente se procedié a purificar los aislados
de P. digitatum y P. italicum eliminando de forma aséptica una pequefia porcion
cuadrada (aproximadamente de 2x2 mm) justo del margen de la colonia del micelio

desarrollado y colocandolo sobre otra placa que contenia PDA.

Posteriormente se hizo un cultivo de conidios de cada uno de los cuatro aislados
tocando con un asa de cultivo la masa conididgena de cada uno de ellos y haciendo
diluciones sucesivas en agua destilada esterilizada con tween 80 (0,01%) hasta la 10°°.
Se hicieron siembras en PDA (0,2 mL de la dilucion sobre una placa conteniendo PDA
solidificado y extension posterior con el asa de siembra de punta redonda para dispersar
el inoculo sobre el medio, es el denominado meétodo de la extension de aislamiento de
microorganismos). De este modo se obtuvieron colonias aisladas obtenidas a partir de
un conidio (cultivo monosporico). Por medio de este procedimiento se pudo comprobar

la presencia de colonias de P. italicum en los aislados de P. digitatum y viceversa. Esto
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pone de manifiesto lo que se ha sugerido en la bibliografia en varias ocasiones, que en
la naturaleza las dos especies conviven juntas y predomina una sobre otra, dependiendo
de las condiciones y otros factores desconocidos.

La purificacion completa de los aislados se logré a partir de los cultivos
monospadricos tras siembra de una pequefia porcion de micelio de una colonia
seleccionada por el color en otra placa conteniendo PDA. De esta manera se obtuvieron
los cultivos origen a partir de los cuales se hicieron las siembras para cada uno de los

experimentos realizados con los extractos de aceites esenciales.

Los aislados y las podredumbres fueron identificados de acuerdo con Tuset
(1987) y por medio de la PCR descrita en el capitulo anterior. Los aislados sobre PDA
se conservaron en frigorifico doméstico para su conservacion y uso posterior (cultivos
originales). En las Figuras 5.1. y 5.2. se muestran fotografias de frutos de limon y
mandarina obtenidos de El Limonar de Santomera y del aspecto de estos hongos
creciendo en placas de Petri, respectivamente. Antes de proceder a su uso para las
pruebas realizadas en el presente trabajo se realizaron subcultivos con idéntica forma de
proceder.

Figura 5.1. (a) Fruto de limon afectado por podredumbre verde y (b) Fruto de
mandarina afectado por podredumbre azul.
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Figura 5.2. (a) Aislado de Penicillium digitatum y (b) Aislado de Penicillium italicum.

Se realizaron los siguientes tratamientos para la prueba in vitro:

e Testigo (T1). Contiene 19 mL de medio de cultivo PDA en la placa de Petri con 1 mL

de agua destilada esterilizada.

e Aloe vera (T2). 19 mL de medio de cultivo PDA en una placa de Petri mas 1 mL de
gel de Aloe vera (Activaloe®, Alborote, Granada) a una concentracién de 500 pL/L
(equivalente a 500 pL de gel en 1 L de medio de cultivo). La dosis correspondiente es

de 10 pL/placa Petri.

e Cilantro (T3). 19 mL de medio de cultivo PDA en una placa de Petri mas 1 mL de
extracto de aceites esenciales de cilantro (Mondeconatur®, Barcelona) a una
concentracion de 500 pL/L (equivalente a 500 uL de extracto de aceites esenciales de
cilantro en 1 L de medio de cultivo). La dosis correspondiente es de 10 pL/placa Petri.

e Comino (T4). 19 mL de medio de cultivo PDA en una placa de Petri mas 1 mL de
extracto de aceites esenciales de comino (Esential aréms®), a una concentracién de 500
puL/L (equivalente a 500 pL de extracto de aceites esenciales de comino en 1 L de

medio de cultivo). La dosis correspondiente es de 10 pL/placa Petri.
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e Clavo (T4). 19 mL de medio de cultivo PDA en una placa de Petri mas 1 mL de
extracto de aceites esenciales de clavo (Herbarom®), a una concentracion de 500 pL/L
(equivalente a 500 pL de extracto de aceites esenciales de clavo en 1 L de medio de

cultivo). La dosis correspondiente es de 10 pL/placa Petri.

e Canela (T4). 19 mL de medio de cultivo PDA en una placa de Petri mas 1 mL de
extracto de aceites esenciales de canela (Herbarom®), a una concentracién de 500 pL/L
(equivalente a 500 pL de extracto de aceites esenciales de canela en 1 L de medio de

cultivo). La dosis correspondiente es de 10 pL/placa Petri.

La concentracion de 500 pL/L (dosis correspondiente de 10 pL/placa Petri) se
escogio para evaluar el efecto de los extractos de aceites esenciales y de gel de Aloe
vera porque, de acuerdo con la bibliografia, es habitualmente utilizada para este tipo de

compuestos cuando se estudian sus efectos antimicrobianos y antimicéticos.

5.2.2. Unidad de observacion y niumero de repeticiones

El procedimiento para la realizacion de la experiencia fue el siguiente:

La experiencia comenzé el dia 25 de octubre de 2011, y se extendio hasta el dia
23 de noviembre de 2011, cuando la colonia transferida del hongo estaba proxima del
borde de la placa de crecimiento. Para cada tratamiento se utilizé una Unica dosis y el
tratamiento testigo tuvo ausencia de cualquier sustancia inhibidora. En el tratamiento
con gel de Aloe vera y extractos de aceites esenciales de cilantro, comino, clavo y
canela la concentracion empleada fue 500 pL/L (dosis correspondiente de 10 pL/placa
Petri).

Para el tratamiento testigo se utilizaron 12 placas de Petri, 3 placas fueron para
P. digitatum aislado de limon, otras 3 para P. digitatum aislado de mandarina, y lo
mismo para P. italicum (3 para el aislado de limon y 3 para el aislado de mandarina).
Para los tratamientos con Aloe vera y extractos de aceites esenciales de cilantro,
comino, clavo y canela se utilizaron en total 60 placas de Petri: 15 para cada uno de los

cuatro aislados. De estas 15 placas por hongo, se diferenciaron cinco grupos de 3 placas
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Petri cada uno, para cada tratamiento. Es decir, se utilizaron 3 repeticiones por
tratamiento y dosis que tuvieron valor de réplica. La unidad de observacion o unidad
experimental en este caso correspondia a una placa Petri, es decir, el lugar o recinto
donde crece cada colonia individual de cada aislado bajo los efectos de los tratamientos.
Cada una de ellas es independiente, pero las variables relacionadas con el crecimiento y
tasa de crecimiento se miden sobre las mismas unidades de observacion en funcion del

tiempo.

Aunque se obtuvieron tres repeticiones de las variables medidas extraidas de tres
unidades experimentales por tratamiento constituidas por tres placas de Petri
independientes, en sentido estricto, estas repeticiones deben considerarse submuestras,
mas que réplicas, de acuerdo con Hammer (1981) porque no se maximiza el error
experimental. Este error estd minimizado, ya que todas las placas de cultivo se llenaron
a partir del mismo medio de cultivo, se sembraron a partir de la misma colonia de cada

uno de los asilados y se incubaron en la misma incubadora.
5.2.3. Definicion, tipo y clasificacion de las variables

Las variables consideradas para valorar el efecto del gel de Aloe vera y los

extractos de aceites esenciales sobre cada uno de los aislados se definen a continuacion:

Area de crecimiento de la colonia (cm?). Representa el &rea de la colonia
desarrollada medida a intervalos diarios sobre la misma colonia (medidas repetidas).
Esta medida se realiza generalmente como el diametro de la colonia, pero consideramos
que el diametro de una colonia no caracteriza totalmente el crecimiento en los casos en
los que la colonia no tiene un habito de crecimiento totalmente circular. Si bien, P.
digitatum crece casi como un circulo perfecto, P. italicum presenta figuras irregulares
en su crecimiento, probablemente porque mientras la colonia esta creciendo se dispersan
conidios formados que germinan y los nuevos micelios se unen al micelio principal. En
algunos casos no es facil distinguir este proceso. La medicion del area de la colonia se
realizd, previa calibracion con el diametro de la placa Petri, con fotografia digital de
ésta y posterior analisis en el software Image Tool for Windows, version 3.0 (Texas,
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EE.UU.). Esta variable es de tipo cuantitativa continua de acuerdo con la escala de

medidas y de tipo resultado o dependiente de acuerdo con el disefio del protocolo.

Tasa de crecimiento (cm%dia). Es el grado (velocidad) de crecimiento del
hongo medido en su fase lineal de crecimiento cuando se desarrolla en un medio de
cultivo sélido. La fase lineal de crecimiento es la fase en la que el hongo crece a pleno
rendimiento una vez ha pasado la fase exponencial que suele durar solamente unas
pocas horas y antes de entrar en la fase estacionaria donde la velocidad de crecimiento

disminuye.

Esta variable se mide como la pendiente de la recta (fase lineal) obtenida cuando
se representa en unos ejes cartesianos el tiempo (eje X) y el area o diametro de la
colonia (eje Y), obviando la fases de crecimiento que no corresponden a la fase lineal.

También se obtiene aplicando la siguiente ecuacion:

A1) — At
(t+1)—t

u(cm?/dia) =
donde,
W : Tasa de crecimiento (cm?/dia),
A1) : Area de la colonia un dia determinado (cm?),
A : Area de la colonia el dia anterior o dias anteriores considerados a t + 1 (cm?),
t + 1 : Un dia determinado (dias) y,

t : El dia anterior considerado at + 1 (dias).

En el presente trabajo, se ha calculado la tasa de crecimiento aplicando la
ecuacion anterior, generalmente entre los dias 2 y 7, cuando de acuerdo con los graficos

obtenidos no habia duda de que el hongo se encontraba en la fase lineal de crecimiento.

Esta variable es cuantitativa continua de acuerdo con la escala de medidas y de
tipo resultado o dependiente de acuerdo con el disefio del protocolo.
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Duracion de la fase lineal (dias). Esta variable representa los dias transcurridos
entre el final de la fase exponencial (generalmente la fase de latencia, ya que la fase
exponencial suele pasar desapercibida, debido a que dura muy pocas horas) y el inicio
de la fase estacionaria o de deceleracion. Se obtiene a partir de los graficos tiempo —
area, detectando la zona lineal visualmente en el gréafico. Es una variable de tipo
cuantitativa discontinua de acuerdo con la escala de medidas y de tipo resultado o

dependiente de acuerdo con el disefio del protocolo.

Inhibicion del crecimiento (%). Representa el efecto del tratamiento retardador
del crecimiento del desarrollo del hongo en funcion del crecimiento de éste cuando las

sustancias retardadoras no estan presentes. Se obtiene aplicando la siguiente ecuacion:

A —A
Inhibicién del crecimiento (%) = —<r%_—

Acontrol

donde,
Acontrol © Area media de la colonia del tratamiento testigo (cm?),
A : Area media de la colonia del tratamiento con una concentracion determinada de

aceite esencial de canela o clavo (cm?).

Es una variable de tipo cuantitativa continua de acuerdo con la escala de

medidas y de tipo resultado o dependiente de acuerdo con el disefio del protocolo.

5.2.4. Establecimiento de las hipdtesis

Una hipotesis es una idea basada en un conjunto de conocimientos plausibles
acerca de un problema o pregunta, por su naturaleza se trata de una conjetura o idea
acerca de la posible relacién entre dos o mas fendmenos observables o variables. Una
hipdtesis estadistica es una presuncion acerca de parametros de una poblacion y el test

estadistico de la hipotesis es la utilizacion de datos procedentes de una muestra para
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asumir o rechazar una presuncién acerca de la poblacién. Las hipdtesis definen las
caracteristicas del plan de trabajo a desarrollar y el tipo de test estadistico que ha de ser

utilizado para su aceptacion o rechazo.

En el primer punto del presente capitulo se ha estudiado y puesto de manifiesto
que ciertos extractos de aceites esenciales y el gel de Aloe vera pueden influir en el
crecimiento y desarrollo de ciertos hongos. Los experimentos que se van a desarrollar a
continuacion estan planeados para poner de manifiesto ese posible efecto y poder
medirlo sobre dos aislados de P. digitatum y otros dos de P. italicum aislados de
diferentes frutos de especies citricas distintas. Con esto Ultimo se pretende poner de

manifiesto si la respuesta depende del aislado.

Por lo anteriormente dicho, las hipdtesis que se pretenden contrastar fueron las

siguientes:

1. Los aceites esenciales de cilantro, comino, clavo y canela, y el gel de Aloe
vera ejercen influencia sobre el crecimiento in vitro de los hongos P. digitatum y
P. italicum.

2. Los aislados de hongos patdgenos obtenidos de distintas especies de frutos
citricos (mandarina y limén), responden de manera distintas a los microbianos

utilizados.

El andlisis de estas hipotesis va a ser fundamental para establecer la eficacia de
estos compuestos en su aplicacion a los frutos. Evidentemente, el hecho de tener un
efecto beneficioso in vitro no quiere decir que sea extrapolable a obtenerlo in vivo, lo
que si es evidente es que tras este experimento se podra evaluar el efecto fungicida o

fungistatico como tal de los compuestos ensayados.
5.2.5. Analisis estadistico

Dado que las hipétesis que se quieren contrastar, definen las caracteristicas del
plan de trabajo que se quiere trazar, hay que tener en cuenta que una de las hipotesis

planteadas incluye el efecto del aislado sobre la respuesta que tienen las sustancias
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retardadoras sobre su crecimiento. Evidentemente sélo partimos de dos aislados
distintos por hongo para cada una de las dos especies fungicas estudiadas; si bien, son
bastantes significativos porque se obtuvieron de diferentes especies de frutos (limon y
mandarina), hecho que puede aumentar la posible variabilidad entre los aislados. Esto
significa que el alcance de las conclusiones no va a ser crucial a la hora de caracterizar a
la poblacién de aislados de Penicillium de los citricos. Es por ello, por lo que se ha
optado a realizar un analisis basico de los datos utilizando para ellos los estadisticos de
la media aritmética como medida de centralizacion y la desviacién estandar como
medida de la dispersion. La utilizacion del ANOVA o analisis de la varianza se ha
evitado fundamentalmente porque el tamarfio de la muestra no es elevado (n=3) y la falta
del concepto réplica como tal que permitiria poner de manifiesto diferencias
significativas cuando no las hay. El error se minimiza también, dado que las medidas de
las areas se tomaron de las mismas colonias en funcion del tiempo, es decir, es un caso
de disefio de medidas repetidas. En este caso se requeriria otro tipo de analisis ANOVA,

el denominado ANOVA de medidas repetidas.

Atendiendo al disefio del protocolo y la hip6tesis a considerar, podemos definir
que el experimento consta de las siguientes variables independientes controladas o

factores: aislado (4 niveles) y extracto de aceite o gel (5 niveles).

5.2.6. Protocolo de las mediciones

Primeramente se prepard el medio de cultivo de acuerdo con las especificaciones
del fabricante. Después de su esterilizacidén en autoclave, se dejé reposar en un bafio
termostatico a 48°C. Las placas de Petri se rotularon y dispusieron para agregar 1mL de
la emulsion a valorar convenientemente diluida en agua destilada esterilizada con
tween 80 (0,01%) para aumentar la dispersion de los aceites lipofilicos en el medio de
cultivo, que es hidrofilico. Al tratamiento testigo se agregé 1 mL de agua destilada
esterilizada para que presentara la misma cantidad de medio de cultivo que presentaban
las placas con sustancias a tratar. Una vez que cada placa tenia 1 mL del compuesto
correspondiente, 10 pL de extracto de aceites o de gel de Aloe vera, se procedio a

rellenar las placas con 19 mL de medio de cultivo a 48°C. Las placas se movieron
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cuidadosamente en cruz y en giros alternos para homogenizar la emulsion con el medio
de cultivo en toda la placa. Los extractos de aceites esenciales y el gel de Aloe vera no
se esterilizaron para evitar la desnaturalizacion de compuestos decisivos. Previamente
comprobamos que no crecian bacterias ni hongos a partir de los extractos,
probablemente porque ya venian esterilizados de fabrica o que se inactivaron todas las
células de microorganismos presentes por la alta concentracion de compuestos

antimicrobianos presentes en los extractos puros.

Las placas se dejaron reposar no menos de 15 horas dentro de la cabina de flujo
para proceder a la inoculacion del hongo anteriormente purificado y aislado. Para ello se
partié de cultivos de los diferentes aislados realizados a partir de los aislados iniciales
de los frutos o de las placas origen que se conservaban en el frigorifico. Entonces se
depositd una pequefia porcién de cultivo del hongo cortada asépticamente del borde de
la colonia crecida de cinco dias a 26°C con un bisturi en el centro de la placa nueva
(subcultivo). Todo este procedimiento se llevd a cabo en una cabina de flujo laminar,
para asegurar la maxima asepsia en el trabajo, y después se depositaron las placas en la
incubadora a 26°C durante los dias necesarios hasta que el tratamiento testigo crecid
cerca del borde de la placa. Las placas se sacaban de la incubadora por pocos minutos
para apuntar las observaciones y medir el tamafio de la colonia (proceso rapido porque
se hizo con un montaje fotografico). Para llevar a cabo la toma de medidas, se midio el
tamafo de cada colonia, los dias dos y siete del experimento, tomando fotos para luego
medir el area con el programa informatico Image Tool 3.0.

Para la representacion de los graficos de evolucion de crecimiento se tomé el
valor medio por dia de las tres repeticiones (submuestras en este caso) y se represento la
desviacion estandar de la medicion por medio de una barra vertical pasando por el valor
medio. Para el resto de las variables consideradas, como son la tasa de crecimiento, la
duracion de la fase lineal y la inhibicion del crecimiento, definidas en el apartado 5.2.3.,

se elaboraron tablas con cada uno de los valores medios y su desviacion estandar.
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5.3. Resultados y discusion

En la Figura 5.3. se aprecia el crecimiento de Penicillium digitatum aislado de la
podredumbre de limon en placas tratadas con 500 uL/L de gel de Aloe vera, y los

extractos de aceites esenciales de cilantro, comino, clavo y canela (500 pL/L).

El mayor grado de crecimiento se obtuvo con las placas tratadas con el extracto
de cilantro, incluso éste fue superior a las tratadas con la solucion testigo (agua
destilada). Como se observa, el periodo de latencia o de adaptacion del hongo fue de
solo dos dias para la mayoria de los tratamientos. Sin embargo, en las placas tratadas
con los extractos de clavo y canela no se observo crecimiento durante los dias que duro
el experimento; incluso estas placas se almacenaron por un tiempo prolongado y en
ningun caso el hongo llego a crecer. Esto indica que, a una dosis de 500 pL/L de estos
aceites esenciales, el crecimiento de P. digitatum queda totalmente inhibido. Esto puede
ser debido a que los aceites esenciales de clavo y canela presentan una elevada actividad
antimicrobiana contra mohos, levaduras y bacterias patdgenas como Bacillus anthracis
(Davidson, 1997). Estos aceites, especialmente el de clavo, presentan actividad
antifungica contra las especies de Penicillium aisladas del aire (Pinheiro et al., 2011).
Los aceites de canela también son efectivos contra varias especies de Penicillium
(Davidson, 1997; Yigit et al., 2000).
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Figura 5.3. Efecto de 500 uL/L de gel de Aloe vera y de aceites esenciales de cilantro, comino,
clavo y canela sobre el crecimiento de P. digitatum aislado de limdn. Las barras verticales son la
desviacion estandar.

En la Tabla 5.2 se muestra la tasa de crecimiento del hongo para cada
tratamiento que, como tal tasa, indica la velocidad de crecimiento del hongo durante su
fase de crecimiento lineal. También incluye la duracion de la fase lineal de crecimiento,
expresada en dias, y la inhibicion del crecimiento en relacion al tratamiento testigo,
expresada en porcentaje. Esta Gltima s6lo se calcul6 para aquellos tratamientos en los
que se observo inhibicion o reduccion del crecimiento de P. digitatum.

Tabla 5.2. Tasa de crecimiento, duracion de la fase lineal e inhibicion del crecimiento de P.
digitatum aislado de limén para los diferentes tratamientos utilizados a base de 500 uL/L de gel
de Aloe vera y extractos de distintos aceites esenciales.

TRATAMIENTO TASA DE DURACION FASE INHIBICION DEL
CRECIMIENTO LINEAL CRECIMIENTO
(cm?/dia) CIED) (%)
CONTROL 3,04+0,08 5+0
ALOE VERA 2,80+0,22 5+0 8
CILANTRO 4,78+1,16 5+0
COMINO 2,63+0,48 5+0 20
CLAVO 0,06+0,02 5+0 98
CANELA 0,02+0,03 5+0 99
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Los resultados plasmados en la Tabla 5.2 revelan, como se ha comentado
anteriormente, que el aceite esencial de cilantro no inhibié el crecimiento de P.
digitatum, sino que lo estimuld, puesto que tuvo una tasa de crecimiento superior a la
solucidn testigo (4,78 cm?/dia frente a 3,04 cm®/dia, respectivamente). La explicacion a
este efecto puede deberse a que los extractos de aceites esenciales de cilantro pueden
contener ciertas sustancias favorecedoras del crecimiento que enmascaran el escaso
efecto inhibidor de las sustancias antimicrobianas que poseen., Los efectos del gel de
Aloe vera sobre el desarrollo de P. digitatum, P. expansum, Alternari alternata y
Botrytis cinerea.

Ademas, podemos observar que con el gel de Aloe vera el hongo tuvo un
crecimiento similar al testigo sin tratamiento alguno (sélo un 8% de inhibicion — Tabla
5.2.). En el caso de extracto de comino, la inhibicion del crecimiento fue del 20%, es

decir, superior a los ejercidos por los aceites anteriores.

Los tratamientos que mejores resultados arrojaron fueron los realizados con
extractos de clavo y canela, con una inhibicién casi total del crecimiento de P.
digitatum, 98 y 99%, respectivamente. La concentracion de 500 pL/L de estos aceites
no solo afecto al crecimiento, sino también a la germinacion de conidios puesto que,
ademas de no desarrollar el color verde en la placa, caracteristico de P. digitatum, tras
observar las muestras al microscopio solo aparecieron hifas sin la existencia de
conidios. Estas hifas, como se observa en la Figura 5.4., fueron distintas a las
observadas con el resto de aceites y gel de Aloe vera, ya que presentaron unos
ensanchamientos en forma de clamidosporas, lo que evidencia el poder antimicrobiano
de los aceites esenciales de clavo y canela. La actividad antifingica de los aceites
esenciales ha sido atribuida a fenoles monoterpénicos, especialmente el timol, carvacrol
y eugenol (Isman, 2000). La actividad antifingica del aceite de clavo se debe
fundamentalmente al eugenol. Esta sustancia ejerce su accién sobre la membrana celular
del hongo, provocando la desestabilizacion de la misma e induciendo la muerte celular
(Hernandez, 2011). El aceite de clavo contiene este compuesto entre aproximadamente
50 y 98% de la composicion total de aceites esenciales. EI eugenol esta presente en otras
plantas también, pero no a tan elevada proporcion. El aceite esencial de canela contiene

un 8% de eugenol y es rico en cinamaldehido (Davidson, 1997; Martinez, 2012).
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Figura 5.4. (a) Hifas con clamidosporas de P. digitatum aislado de limén para los tratamientos
utilizados a base de 500 uL/L de extractos de aceites esenciales de clavo y canela (b) Hifas y

conidios de P. digitatum aislado de limén (solucién testigo).

En la Figura 5.5. se aprecia el crecimiento de Penicillium digitatum aislado de la
podredumbre de mandarina en placas tratadas con 500 puL/L de gel de Aloe vera, y los

extractos de aceites esenciales de cilantro, comino, clavo y canela (500 uL/L).

De la misma forma que en el caso anterior con P. digitatum aislado de limon, el
mayor grado de crecimiento de P. digitatum aislado de podredumbre de mandarina se
obtuvo con el uso de 500 uL/L del extracto de aceites esenciales de cilantro, también
superior a las tratadas con la solucidn testigo (agua destilada). Ademas, el periodo de
latencia o de adaptacion del hongo fue de sélo dos dias para la mayoria de los
tratamientos. Sin embargo, las placas tratadas con los extractos de clavo y canela no se
observo crecimiento durante los dias que duré el experimento ni por un tiempo superior.
Esto vuelve a indicar que a una dosis de 500 pL/L de estos aceites esenciales el
crecimiento de P. digitatum se inhibe totalmente, independientemente de donde haya
sido aislado el hongo, lo que indica también una gran similitud entre los dos aislados.
Esta similitud de resultados entre hongos de la misma especie pero aislados de
diferentes frutos puede deberse a la existencia de selectividad entre tipo de aceite y
especie de hongo. Esto fue demostrado por Kurita et al. (1981) que escanearon 40
compuestos de aceites esenciales contra 7 especies de hongos y Singh et al. (1980)
contra 22 especies de hongos, incluyendo patégenos de plantas, llegando a poner de
manifiesto una gran selectividad entre tipo de aceite y especie atacada.
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Figura 5.5. Efecto de 500 pL/L de gel de Aloe vera y de aceites esenciales de cilantro, comino,
clavo y canela sobre el crecimiento de P. digitatum aislado de mandarina. Las barras verticales
son la desviacion estandar.

Tabla 5.3. .Tasa de crecimiento, duracion de la fase lineal e inhibicién del crecimiento de P.
digitatum aislado de mandarina para los diferentes tratamientos utilizados a base de 500 uL/L de
gel de Aloe vera y extractos de distintos aceites esenciales.

TRATAMIENTO TASA DE DURACION INHIBICION DEL
CRECIMIENTO FASE LINEAL CRECIMIENTO
cm?/dia i

CONTROL 2,84+0,34 510
ALOE VERA 2,11+0,34 510 24

CILANTRO 5,52+0,61 510
COMINO 1,58+0,38 510 48
CLAVO 0,00+0,00 510 100
CANELA 0,00+0,00 510 100

La Tabla 5.3. indica que P. digitatum tuvo una tasa de crecimiento superior si es
tratado con extracto de aceite de cilantro, practicamente el doble que el control (5,52
frente a 2,84 cm?/dia, respectivamente. Sin embargo, para el resto de tratamientos, la
inhibicion del crecimiento fue algo mayor que en el caso de este mismo hongo aislado
de limén. Pero, en general, los resultados fueron los mismos puesto que el orden de
mejor a peor tratamiento antifingico es el mismo en los dos aislados: canela = clavo >

comino > Aloe vera > cilantro. Esto indica que P. digitatum aislado de mandarina ha
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sido mas sensible al efecto de los aceites, pero en la misma proporcion que el aislado de
limon, es decir, el aceite que mas afecto al aislado del limén afectd del mismo modo al
de mandarina, pero méas intensamente. Esto es, dentro de lo que cabe, normal porque
son aislados distintos. Sin embargo, no se trataria, en este caso, de variabilidad porque
no son respuestas distintas. En la Figura 5.5. se aprecia el crecimiento de Penicillium
italicum aislado de la podredumbre de limon en placas tratadas con 500 uL/L de gel de
Aloe vera, y los extractos de aceites esenciales de cilantro, comino, clavo y canela (500
puL/L).

En la Figura 5.6. se aprecia el crecimiento de Penicillium italicum aislado de la
podredumbre de limén en placas tratadas con 500 pL/L de gel de Aloe vera, y los

extractos de aceites esenciales de cilantro, comino, clavo y canela (500 pL/L).

El mayor grado de crecimiento, en este caso, se obtuvo con las placas tratadas
con el gel de Aloe vera, incluso superior a las tratadas con la solucién testigo (agua
destilada). Los efectos del gel de Aloe vera sobre el desarrollo de P. digitatum, P.
expansum, Alternaria alternata y Botrytis cinerea. Estos autores obtuvieron un efecto
estimulante en la supervivencia de las esporas de Botrytis cinerea cuando aumentaron la
concentracion de dicho gel. Este hecho pudo haber sido el resultado de compuestos
nutricionales presentes en el extracto de Aloe que estimulan el crecimiento microbiano,

lo que enmascara las propiedades inhibitorias (Levin et al., 1988).

El periodo de latencia o de adaptacién del hongo fue de sélo dos dias tratado con
cilantro y comino, y de incluso menos, aproximadamente un dia, para la solucién testigo
y el gel de Aloe vera. Sin embargo, las placas tratadas con los extractos de clavo y
canela no se observé crecimiento durante los dias que durd el experimento. Esto indica
que a una concentracion de 500 pL/L (dosis de 10 puL/placa) de estos aceites esenciales,
el crecimiento de P. italicum se inhibe totalmente. Estos resultados ya fueron obtenidos
por Davidson (1997), donde los extractos del aceite esencial de clavo inhibieron la
iniciacion del crecimiento durante mas de 21 dias a 25 ° C de las especies de Aspergillus
y Penicillium. De acuerdo con este autor, el aceite esencial de canela fue el siguiente

maés eficaz, inhibiendo tres especies de Penicillium durante mas de 21 dias.
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Figura 5.6. Efecto de 500 uL/L de gel de Aloe vera y de aceites esenciales de cilantro, comino,
clavo y canela sobre el crecimiento de P. italicum aislado de limén. Las barras verticales son la
desviacion estandar.

Segln la Tabla 5.4., la tasa crecimiento de P. italicum en la solucion testigo y
tratado con Aloe vera fue similar, algo superior con éste Gltimo. En el caso de los
tratamientos con extractos de aceites de cilantro y comino la inhibicion del crecimiento
de este hongo fue de aproximadamente el 50%, mientras que para los aceites de clavo y
canela la inhibicion fue total, del 100%.

Tabla 5.4. Tasa de crecimiento, duracion de la fase lineal e inhibicién del crecimiento de P.
italicum aislado de limon para los diferentes tratamientos utilizados a base de 500 puL/L de gel
de Aloe vera y extractos de distintos aceites esenciales.

TRATAMIENTO TASA DE DURACION INHIBICION DEL
CRECIMIENTO FASE LINEAL CRECIMIENTO
cm?/dia :

CONTROL 1,52+0,13 5+0

ALOE VERA 1,76+0,13 5+0
CILANTRO 0,92+0,26 5+0 43
COMINO 0,89+0,03 5+0 49
CLAVO 0,00+0,00 5+0 100
CANELA 0,00+0,00 5+0 100
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En la Figura 5.7., se aprecia el crecimiento de Penicillium italicum aislado de la
podredumbre de mandarina en placas tratadas con 500 puL/L de gel de Aloe vera, y los

extractos de aceites esenciales de cilantro, comino, clavo y canela (500 uL/L).

Al igual que en el caso anterior con P. italicum aislado de limon, el mayor grado
de crecimiento de este hongo aislado de mandarina se obtuvo con las placas tratadas con
el gel de Aloe vera, también superior a las tratadas con la solucion testigo (agua
destilada). Sin embargo, el periodo de latencia o de adaptacion del hongo fue inferior a
dos dias para la mayoria de los tratamientos. Solo en las placas tratadas con los
extractos de clavo y canela no se observd crecimiento durante los dias que durd el
experimento. Esto vuelve a indicar que a una concentracion de 500 pL/L (dosis de 10
uL/placa) de estos aceites esenciales, el crecimiento de P. italicum se inhibe totalmente,

independientemente del tipo de aislado ensayado.

P. italicum aislado de mandarina
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Figura 5.7. Efecto de 500 pL/L de gel de Aloe vera y de aceites esenciales de cilantro, comino,
clavo y canela sobre el crecimiento de P. italicum aislado de mandarina. Las barras verticales
son la desviacion estandar.

Segun la Tabla 5.5., la tasa crecimiento de P. italicum en la solucion testigo y
tratado con Aloe vera fue similar, algo superior con éste Gltimo. Sin embargo, a

diferencia que en el caso anterior aislado de limon, la tasa de crecimiento de P. italicum
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aislado de mandarina fue superior en el tratamiento con extracto de cilantro, mostrando
una inhibicion de tan solo el 20% de su crecimiento con respecto a la solucion testigo.
Para el tratamiento con extracto de comino la inhibicion del crecimiento de este hongo
fue de aproximadamente el 50%, mientras que para los aceites de clavo y canela la
inhibicion también fue total, del 100%.

Tabla 5.5. Tasa de crecimiento, duracién de la fase lineal e inhibicion del crecimiento de P.

italicum aislado de mandarina para los diferentes tratamientos utilizados a base de 500 uL/L de
gel de Aloe vera y extractos de distintos aceites esenciales.

CONTROL 1,56+0,23 50

ALOE VERA 1,78+0,26 50
CILANTRO 1,29+0,26 5+0 20
COMINO 0,92+0,24 50 49
CLAVO 0,00+0,00 50 100
CANELA 0,00+0,00 5+0 100

5.4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos podemos concluir de la siguiente forma:

» En el caso de Penicillium digitatum, los tratamientos realizados con esencia de
comino y gel de Aloe vera no ejercieron apenas efecto antifungico, tanto para el
aislado de limén como para el de mandarina, permitiendo la adaptacion al medio
del hongo y creciendo aproximadamente de igual manera que la solucién testigo,
sin tratamiento alguno. El efecto de la esencia de comino a la concentracion de
500 pL/L sobre Penicillum digitatum fue algo mayor que el gel de Aloe vera,
notdndose la diferencia sobre todo en el aislado de mandarina, donde con la
esencia de comino se inhibié un 48%, mientras que con el gel tan solo un 24%

del crecimiento, es decir, la mitad.

» En cuanto a la esencia de cilantro, la misma dosis produjo un efecto contrario al
deseado, es decir, no inhibio el crecimiento de Penicillum digitatum. sino que lo

estimuld. La explicacion a este efecto puede deberse a que los extractos de
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aceites esenciales pueden contener ciertas sustancias favorecedoras del
crecimiento que enmascaran el escaso efecto inhibidor de las sustancias

antimicrobianas que poseen sobre los aislados ensayados en este estudio.

Los tratamientos realizados con extractos de clavo y canela a la concentracion de
500 pL/L (dosis de 10 plL/placa) inhibieron totalmente el crecimiento de

Penicillum digitatum.

En el caso de Penicillium italicum, los tratamientos realizados con extractos de
cilantro y comino si tuvieron efecto antifdngico, tanto aislado de limén como de
mandarina, teniendo una tasa de crecimiento de aproximadamente la mitad que
la solucidn testigo. El efecto de la esencia de comino a la concentracion de 500
ML/L (dosis de 10 pL/placa) sobre Penicillum italicum fue algo mayor que con
esencia de cilantro, notandose la diferencia sobre todo en el aislado de
mandarina, donde con la esencia de comino se redujo un 49% el crecimiento,

mientras que con esencia de cilantro tan solo lo disminuy6 un 20%.

En cuanto al gel de Aloe vera a la misma dosis no produjo un efecto inhibidor
del crecimiento de Penicillum italicum, sino que este hongo crecié de manera
similar a cuando no llevé ningin tratamiento antifungico, incluso superior, es

decir, que estimuld el crecimiento.

Los tratamientos realizados con extractos de clavo y canela a la concentracion de
500 pL/L (dosis de 10 pL/placa), tuvieron efectos frente a Penicillium italicum
iguales a los producidos en Penicillum digitatum, es decir, inhibieron totalmente

el crecimiento de P. italicum.

Las diferencias en los resultados obtenidos sobre el efecto de los aceites
esenciales utilizados en el crecimiento de P. digitatum y P. italicum puede

deberse a la existencia de selectividad entre tipo de aceite y especie de hongo.
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6.1. Introduccion

En la experiencia del capitulo anterior (Cap. 5) se puso de manifiesto la escasa
capacidad fungistatica del gel de Aloe vera y de los extractos de aceites esenciales de
cilantro y comino sobre el desarrollo in vitro de distintos aislados de P. digitatum y P.
italicum. Sin embargo, con este primer experimento de escrutinio, se demostro un gran
efecto de las sustancias antifungicas presentes en los aceites esenciales de clavo y
canela sobre el crecimiento de dichos hongos en estudio. De este modo, estos aceites,
que presentaron mayor poder fungistatico y fungicida, fueron seleccionados para un
estudio més profundo en el presente capitulo.

Como objetivo general de este estudio, y ya comentado anteriormente, se
pretende conducir hacia una produccién integrada, con un control de las plagas y
enfermedades basado en un menor uso de los medios quimicos (productos

antiparasitarios) potenciando los métodos culturales, biolégicos, biotécnicos y fisicos.

Para los parasitos animales (&caros e insectos), lo anterior es una constante ya
establecida desde hace algunos afios en muchas areas de cultivo con resultados
interesantes y prometedores, pero resulta menos conocida y, por ello, poco desarrollada
e implantada para los parasitos vegetales (hongos especialmente) en la mayoria de los
cultivos hortofruticolas y fruticolas. Esto es mucho més Ilamativo en la postrecoleccén
de frutas y hortalizas, donde el control integrado de los patdgenos flngicos es un tema
incipiente y con una andadura inicial claramente vacilante que, en el momento actual,
no ofrece garantias suficientes para conseguir una de las premisas clave de la

produccion integrada: la rentabilidad.

Por ello, se pretende la busqueda de sustancias inocuas o de muy reducida
toxicidad, como son los aceites esenciales, que resulten ser una alternativa valida al uso
de fungicidas sintéticos utilizados para el control de las podredumbres postcosecha. En
general los plaguicidas de origen vegetal son biodegradables a productos no tdxicos y
de baja persistencia, por lo tanto no presentan efectos negativos para el medio ambiente
y desaparecen después de cumplir su funcion sin llegar a la cadena alimenticia del

hombre. Ademas estas sustancias suelen ser activas contra un nimero limitado de
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especies diana especificas, con lo que es muy recomendable su uso como agentes de

control de enfermedades (Sung-Eun y et al., 2001).

Los aceites esenciales de clavo y canela, protagonistas de este estudio, presentan
una elevada actividad microbiana contra mohos, levaduras y bacterias patégenas como
Bacillus anthracis (Davidson, 1997). Otras especies bacterianas afectadas son:
Escherichia coli, Enterobacter faecalis, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, entre
otras muchas especies (Hernandez, 2011). Estos aceites, especialmente el de clavo,
presentan actividad antifungica contra las especies de Penicillium aisladas del aire
(Pinheiro et al., 2011). El aceite de clavo es eficaz contra especies de Alternaria,
Fusarium, Botrytis, Septoria y Penicillium digitatum, mientras que los aceites de canela
son efectivos contra Fusarium moniliforme (Hall y Fernandez, 2004) y varias especies
de Penicillium (Davidson, 1997; Yigit et al., 2000). Estos aceites poseen también
actividad antifungica contra Aspergillus sp. (Llewellyn et al., 1981; Kim et al., 1995).
El aceite de clavo inhibe el desarrollo de Aspergillus niger (Hernandez, 2011) y se

consideran compatibles con las frutas y sus derivados (Kim et al., 1995).

El aceite esencial mayoritario del clavo es eugenol, derivado fenolico con
propiedades medicinales, antimicrobianas y antifingicas. El aceite de clavo contiene
este compuesto entre aproximadamente 50 y 98% de la composicion total de aceites
esenciales. El eugenol estd presente en otras plantas también, pero no a tan elevada
proporcion. El aceite esencial de canela contiene un 8% de eugenol y es rico en
cinamaldehido (Davidson, 1997; Martinez, 2012). Su actividad antifingica es debida a
la accion sobre la membrana celular, provocando la desestabilizacion de la misma e
induciendo a la muerte celular (Hernandez, 2011). Otros aceites con accidn antifingica
que contiene el aceite de clavo son el p-cariofileno, a-humuleno y acetato de eugenol,
mientras que el de canela es rico en cinamaldehido. Entre otros, también se han
identificado los siguientes compuestos antifingicos presentes en los aceites de clavo y
canela: timol, alcanfor, limoneno, carvacrol (Regnault-Roger et al., 2004).

En definitiva, el objetivo fundamental de este estudio fue valorar el efecto de

diferentes concentraciones de los extractos puros de los aceites esenciales de clavo y
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canela sobre el crecimiento in vitro de P. digitatum y P. italicum, principales hongos

causantes de podredumbres en la comercializacion de los citricos.

6.2. Materiales y métodos
6.2.1. Material experimental y tratamientos

Se valoro la eficacia de extractos puros de aceites esenciales ecoldgicos de clavo
(Syzygium aromaticum L. sinénimo de Eugenia caryophyllata Thunb.) y canela
(Cinnamomum zeylanicum J. Presl) Herbarom®, Galdana Innovacions, Manlleu, Espafia
(Figura 6.1.) sobre el crecimiento in vitro de P. digitatum y P. italicum. La composicion
principal de estos aceites, de acuerdo con el fabricante, son eugenol y acetato de

eugenilo para el aceite de canela y eugenol y B-cariofileno para el de clavo.
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Figura 6.1. Aceites esenciales ecologicos de clavo (Syzygium aromaticum L. sindnimo de
Eugenia caryophyllata Thunb.) y canela (Cinnamomum zeylanicum J. Presl) Herbarom®,
Galdana Innovacions, Manlleu, Esparfia

Los aislados de P. digitatum y P. italicum se obtuvieron, como se ha comentado
en el capitulo 5, en el mes de octubre de 2011 de frutos de limon y de mandarina
recogidos de la cooperativa El Limonar de Santomera afectados de podredumbre verde
y azul. La sintomatologia de las podredumbres coincidia con la descrita por Tuset
(1987) y Snowdon (1990) y se corroboraron las dos especies de hongos por medio de la
PCR descrita en el capitulo 4. Los hongos se aislaron en medio de cultivo sintético agar
de patata y dextrosa (PDA) (Scharlab®, Barcelona) y se purificaron posteriormente
sobre el mismo medio de cultivo. A continuacion, se realizaron cultivos monosporicos
(Figura 6.2.) realizando diluciones sucesivas de una suspension de conidios obtenida a
partir de cada uno de los aislados purificados. Con este procedimiento conseguimos
separar las dos especies de Penicillium que, hemos constatado, suelen crecer juntas
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sobre los frutos colonizados por una de las dos podredumbres. La purificacion completa
de los aislados se logré a partir de los cultivos monosporicos tras siembra de una
pequefia porcion de micelio de una colonia seleccionada por el color en otra placa
conteniendo PDA. De esta manera se obtuvieron los cultivos origen a partir de los
cuales se hicieron las siembras para cada uno de los experimentos realizados con los

extractos de aceites esenciales.

Figu’ra'G.Z. Cultivo monosparico de Penicillium italicum.

Con el fin de valorar el efecto de los aceites seleccionados sobre el crecimiento
del hongo creciendo en condiciones iddneas, se realizaron los ensayos in vitro. Se
seleccionaron las siguientes concentraciones reducidas de aceites, ya que la efectividad
comercial reside no solo en su eficacia sino también en que esta efectividad sea patente
a concentraciones muy bajas: 1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL/L. Se realizaron los siguientes

tratamientos para la prueba in vitro:

e Testigo (T1). Contiene 19 mL de medio de cultivo PDA en la placa de Petri con 1 mL

de agua destilada esterilizada.

e Clavo (T2). 19 mL de medio de cultivo PDA en una placa de Petri mas 1 mL de
extracto de aceites esenciales de clavo (Herbarom®), a las concentraciones de 1,6; 8,
40, 200 y 1.000 uL/L (equivalente a 1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL de extracto de aceites
esenciales de clavo en 1 L de medio de cultivo). La dosis correspondiente es de 0,032;
0,16; 0,8; 4 y 20 pL/placa Petri, respectivamente.
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e Canela (T3). 19 mL de medio de cultivo PDA en una placa de Petri mas 1 mL de
extracto de aceites esenciales de canela (Herbarom®), a las concentraciones de 1,6; 8,
40, 200 y 1.000 uL/L (equivalente a 1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL de extracto de aceites
esenciales de canela en 1 L de medio de cultivo). La dosis correspondiente es de 0,032;

0,16; 0,8; 4 y 20 pL/placa Petri, respectivamente.

Estas concentraciones se escogieron para evaluar el efecto de los extractos de
aceites esenciales de clavo y canela porque, de acuerdo con la bibliografia, constituyen
el rango habitualmente utilizado para este tipo de compuestos cuando se estudian sus

efectos antimicrobianos y antimicoticos.

6.2.2. Unidad de observacion y numero de repeticiones

El procedimiento para la realizacion de la experiencia fue el siguiente:

La experiencia comenzo el dia 12 de diciembre de 2011, y se extendio hasta el
dia 30 de abril de 2012. Para cada tratamiento se utilizaron diferentes dosis y el
tratamiento testigo tuvo ausencia de cualquier sustancia inhibidora. En el tratamiento
con extractos de aceites esenciales de clavo y canela las concentraciones empleadas
fueron de 1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL/L (dosis correspondiente de 0,032; 0,16; 0,8; 4 y 20

pL/placa Petri, respectivamente).

Para el tratamiento testigo se utilizaron 32 placas de Petri, 8 placas fueron para
P. digitatum aislado de limon, otras 8 para P. digitatum aislado de mandarina, y lo
mismo para P. italicum (8 para el aislado de limon y 8 para el aislado de mandarina). De
la misma forma, para los tratamientos con extractos de aceites esenciales de clavo y
canela se utilizaron 32 placas de Petri por cada una de las dosis empleadas, utilizando 8
placas por cada uno de los aislados, lo cual se corresponde a 4 placas por aceite esencial
para cada uno de los cuatro aislados. Es decir, se utilizaron 4 repeticiones por
tratamiento y dosis que tuvieron valor de réplica. La unidad de observacion
correspondia a una placa Petri. Cada una de ellas es independiente, pero las variables
relacionadas con el crecimiento y tasa de crecimiento se miden sobre las mismas

unidades de observacion en funcion del tiempo.

87



CAPITULO 6.|2013

Aunque se obtuvieron cuatro repeticiones de las variables medidas extraidas de
cuatro unidades experimentales por tratamiento constituidas por cuatro placas de Petri
independientes, en sentido estricto, estas repeticiones deben considerarse submuestras,
mas que réplicas, de acuerdo con Hammer (1981) porque no se maximiza el error
experimental. Este error estd minimizado, ya que todas las placas de cultivo se llenaron
a partir del mismo medio de cultivo, se sembraron a partir de la misma colonia de cada

uno de los aislados y se incubaron en la misma incubadora.

6.2.3. Definicion, tipo y clasificacion de las variables

Las variables consideradas para valorar el efecto de los extractos de aceites

esenciales sobre cada uno de los aislados se definen a continuacion:

Area de crecimiento de la colonia (cm?). Representa el 4rea de la colonia
desarrollada medida a intervalos diarios sobre la misma colonia (medidas repetidas).
Esta medida se realiza generalmente como el diametro de la colonia, pero consideramos
que el diametro de una colonia no caracteriza totalmente el crecimiento en los casos en
los que la colonia no tiene un habito de crecimiento totalmente circular. Si bien, P.
digitatum crece casi como un circulo perfecto, P. italicum presenta figuras irregulares
en su crecimiento, probablemente porque mientras la colonia esta creciendo se dispersan
conidios formados que germinan y los nuevos micelios se unen al micelio principal. En
algunos casos no es facil distinguir este proceso. La medicion del area de la colonia se
realizd, previa calibracion con el diametro de la placa Petri, con fotografia digital de
ésta y posterior analisis en el software Image Tool for Windows, version 3.0 (Texas,
EE.UU.). Esta variable es de tipo cuantitativa continua de acuerdo con la escala de

medidas y de tipo resultado o dependiente de acuerdo con el disefio del protocolo.

Tasa de crecimiento (cm%dia). Es el grado (velocidad) de crecimiento del
hongo medido en su fase lineal de crecimiento cuando se desarrolla en un medio de
cultivo sélido. La fase lineal de crecimiento es la fase en la que el hongo crece a pleno
rendimiento una vez ha pasado la fase exponencial que suele durar solamente unas
pocas horas y antes de entrar en la fase estacionaria donde la velocidad de crecimiento

disminuye.
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Esta variable se mide como la pendiente de la recta (fase lineal) obtenida cuando
se representa en unos ejes cartesianos el tiempo (eje X) y el area o diametro de la
colonia (eje Y), obviando la fases de crecimiento que no corresponden a la fase lineal.
También se obtiene aplicando la siguiente ecuacion:

A+ — Ae
(t+1)—t

u(cm?/dia) =
donde,
W : Tasa de crecimiento (cm?/dia),
A1) : Area de la colonia un dia determinado (cm?),
A : Area de la colonia el dia anterior o dias anteriores considerados el dia anterior a t +
1 (cm?),
t + 1 : Un dia determinado (dias) y,

t : El dia anterior considerado at + 1 (dias).

En el presente trabajo, se ha calculado la tasa de crecimiento aplicando la
ecuacion anterior, generalmente entre los dias 6 y 7, para P. digitatum, y 10 y 13, en el
caso de P. italicum, cuando, de acuerdo con los graficos obtenidos, no habia duda de
gue el hongo se encontraba en la fase lineal de crecimiento. Esta variable es cuantitativa
continua de acuerdo con la escala de medidas y de tipo resultado o dependiente de

acuerdo con el disefio del protocolo.

Duracion de la fase lineal (dias). Esta variable representa los dias transcurridos
entre el final de la fase exponencial (generalmente la fase de latencia, ya que la
exponencial suele pasar desapercibida, debido a que dura muy pocas horas) y el inicio
de la fase estacionaria 0 de deceleracion. Se obtiene a partir de los graficos tiempo —
area, detectando la zona lineal visualmente en el gréafico. Es una variable de tipo
cuantitativa discontinua de acuerdo con la escala de medidas y de tipo resultado o

dependiente de acuerdo con el disefio del protocolo.
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Inhibicion del crecimiento (%). Representa el efecto del tratamiento retardador
del crecimiento del desarrollo del hongo en funcion del crecimiento de éste cuando las

sustancias retardadoras no estan presentes. Se obtiene aplicando la siguiente ecuacion:

Inhibicién del crecimiento (%) = “cenirel=4 y 100

control

donde,
Acontrol : Area media de la colonia del tratamiento testigo (cm?),
A : Area media de la colonia del tratamiento con una concentracion determinada de

aceite esencial de canela o clavo (cm?).

Es una variable de tipo cuantitativa continua de acuerdo con la escala de

medidas y de tipo resultado o dependiente de acuerdo con el disefio del protocolo.

Conidiogénesis (conidios/cm?). Determina el nimero de conidios por unidad de
superficie. Por tanto mide la cantidad de conidios producidos. Se trata de una variable
de tipo cuantitativa discontinua de acuerdo con la escala de medidas y de tipo resultado

0 dependiente de acuerdo con el disefio del protocolo.

Para el calculo de los conidios por cm? se utilizé la siguiente ecuacién que se

desarrollara en el subapartado del protocolo de las mediciones:

(V.agua - c)
(0,00025 * A.micelio)

conidios/cm? =

donde,

V. agua : volumen de agua (mL),

¢ : nimero medio de conidios en la unidad minima de recuento (conidios),
0,0025 : volumen de la unidad minima de recuento (mm®),

A micelio : Area de micelio (cm?).

Tamanfio de los conidios (um). Es la longitud maxima de los conidios. Se mide
con el ocular micrométrico del microscopio y dependiendo del aumento objetivo

utilizado se transforman las medidas a pum. Se trata de una variable de tipo cuantitativa
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continua de acuerdo con la escala de medidas y de tipo resultado o dependiente de

acuerdo con el disefio del protocolo.

Masa de micelio (mg). Mide el peso del micelio total del micelio que ha crecido en la
placa de Petri. Tanto el micelio sumergido, que se encuentra por debajo del medio de
cultivo y nutre a todo el hongo, como del micelio aéreo que se encuentra por encima del
medio de cultivo y que porta la parte reproductiva del hongo formada por los
conidioforos y los conidios. En este experimento solamente se ha pesado el micelio
aéreo que, por otro lado, constituye la mayor parte del micelio de este hongo creciendo
en medio de cultivo. Se trata de una variable de tipo cuantitativa continua de acuerdo
con la escala de medidas y de tipo resultado o dependiente de acuerdo con el disefio del

protocolo.

6.2.4. Establecimiento de las hipdtesis

Una hipodtesis es una idea basada en un conjunto de conocimientos plausibles
acerca de un problema o pregunta, por su naturaleza se trata de una conjetura o idea
acerca de la posible relacion entre dos o mas fendmenos observables o variables. Una
hipétesis estadistica es una presuncion acerca de parametros de una poblacion y el test
estadistico de la hipotesis es la utilizacion de datos procedentes de una muestra para
asumir o rechazar una presuncion acerca de la poblacién. Las hipotesis definen las
caracteristicas del plan de trabajo a desarrollar y el tipo de test estadistico que ha de ser

utilizado para su aceptacion o rechazo.

En el anterior capitulo se ha estudiado y puesto de manifiesto que los extractos
de aceites esenciales de clavo y canela pueden influir en el crecimiento y desarrollo de
P. digitatum y P. italicum. Los experimentos que se van a desarrollar a continuacion
estan planeados para poner de manifiesto ese efecto y averiguar cual es la minima dosis
de estos aceites con efecto fungicida sobre dos aislados de P. digitatum y otros dos de
P. italicum aislados de diferentes frutos de especies citricas distintas. Con esto Gltimo se

pretende poner de manifiesto si la respuesta depende del aislado.

Por lo anteriormente dicho, las hipdtesis que se pretenden contrastar fueron las

siguientes:
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1. Los aceites esenciales de clavo y canela ejercen influencia sobre el
crecimiento in vitro de los hongos P. digitatum y P. italicum.

2. Los aceites esenciales de clavo y canela ejercen influencia sobre la
conidiogénesis de los hongos P. digitatum y P. italicum.

3. Los aceites esenciales de clavo y canela ejercen influencia sobre el tamafio de
los conidios de los hongos P. digitatum y P. italicum.

4. Los aceites esenciales de clavo y canela ejercen influencia sobre la masa de
micelio de los hongos P. digitatum y P. italicum.

5. Los aceites esenciales de clavo y canela ejercen influencia sobre la
germinacion de los hongos P. digitatum y P. italicum.

6. Los aislados de hongos patdgenos obtenidos de distintas especies de frutos
citricos (mandarina y limén), responden de manera distintas a los microbianos

utilizados.

El anélisis de estas hipotesis va a ser fundamental para establecer la eficacia de
estos compuestos en su aplicacion a los frutos. Evidentemente, el hecho de tener un
efecto beneficioso in vitro no quiere decir que sea extrapolable a obtenerlo in vivo, lo
que si es evidente es que tras este experimento se podra evaluar el efecto fungicida o

fungistatico como tal de los compuestos ensayados.

6.2.5. Andlisis estadistico

Dado que las hipétesis que se quieren contrastar, definen las caracteristicas del
plan de trabajo que se quiere trazar, hay que tener en cuenta que una de las hipotesis
planteadas incluye el efecto del aislado sobre la respuesta que tienen las sustancias
retardadoras sobre su crecimiento. Evidentemente sélo partimos de dos aislados
distintos por hongo para cada una de las dos especies fungicas estudiadas; si bien, son
bastantes significativos porque se obtuvieron de diferentes especies de frutos (limon y
mandarina), hecho que puede aumentar la posible variabilidad entre los aislados. Esto
significa que el alcance de las conclusiones no va a ser crucial a la hora de caracterizar a
la poblacién de aislados de Penicillium de los citricos. Es por ello, por lo que se ha
optado a realizar un analisis basico de los datos utilizando para ellos los estadisticos de

la media aritmética como medida de centralizacion y la desviacion estandar como

92



CAPITULO 6.|2013

medida de la dispersion. La utilizacion del ANOVA o analisis de la varianza se ha
evitado fundamentalmente porque el tamario de la muestra no es elevado (como maximo
n=4) y la falta del concepto réplica como tal que permitiria poner de manifiesto
diferencias significativas cuando no las hay. El error se minimiza también, dado que las
medidas de las areas se tomaron de las mismas colonias en funcion del tiempo, es decir,
es un caso de disefio de medidas repetidas. En este caso se requeriria otro tipo de
analisis ANOVA, el denominado ANOVA de medidas repetidas.

Atendiendo al disefio del protocolo y la hip6tesis a considerar, podemos definir
que el experimento consta de las siguientes variables independientes controladas o

factores: aislado (4 niveles) y extracto de aceite (2 niveles).

6.2.6. Protocolo de las mediciones

Primeramente se preparo el medio de cultivo de acuerdo con las especificaciones
del fabricante. Después de su esterilizacion en autoclave, se dejé reposar en un bafio
termostatico a 48°C hasta que alcanzé esta temperatura. Las placas de Petri se rotularon
y dispusieron para agregar 1mL de la emulsion a valorar convenientemente diluida en
agua destilada esterilizada con tween 80 (0,01%) para aumentar la dispersion de los
aceites lipofilicos en el medio de cultivo, que es hidrofilico. Al tratamiento testigo se
agregd 1 mL de agua destilada esterilizada para que tuviera la misma cantidad de medio
de cultivo que presentaban las placas con sustancias a tratar. Una vez que cada placa
tenia 1 mL del compuesto correspondiente, a las dosis de 0,032; 0,16; 0,8; 4 y 20 pL de
extracto de aceites de clavo y canela, se procedio a rellenar las placas con 19 mL de
medio de cultivo a 48°C. Las placas se movieron cuidadosamente en cruz y en giros
alternos para homogenizar la emulsion con el medio de cultivo en toda la placa. Los
extractos de aceites esenciales no se esterilizaron para evitar la desnaturalizaciéon de
compuestos decisivos. Previamente comprobamos que no crecian bacterias ni hongos a
partir de los extractos, probablemente porque ya venian esterilizados de fabrica o que se
inactivaron todas las células de microorganismos presentes por la alta concentracién de

compuestos antimicrobianos presentes en los extractos puros.

Las placas se dejaron reposar no menos de 15 horas dentro de la cabina de flujo
para proceder a la inoculacion del hongo anteriormente purificado y aislado. Para ello se
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partié de cultivos de los diferentes aislados realizados a partir de los aislados iniciales
de los frutos o de las placas origen que se conservaban en el frigorifico. Entonces se
depositd una pequefia porcion de cultivo del hongo cortada asépticamente del borde de
la colonia crecida de cinco dias a 26°C con un bisturi en el centro de la placa nueva
(subcultivo). Todo este procedimiento se llevd a cabo en una cabina de flujo laminar,
para asegurar la maxima asepsia en el trabajo, y despues se depositaron las placas en la
incubadora a 26°C durante los dias necesarios hasta que el tratamiento testigo crecid
cerca del borde de la placa. Las placas se sacaban de la incubadora diariamente por
pocos minutos para apuntar las observaciones y medir el tamafio de la colonia (proceso
rapido porque se hizo con un montaje fotografico). Para llevar a cabo la toma de
medidas, se midio el tamafio de cada colonia, cada uno de los dias que durd el
experimento, tomando fotos para luego medir el area con el programa informatico

Image Tool 3.0.

Para la representacion de los graficos de evolucion de crecimiento se tomé el
valor medio por dia de las cuatro repeticiones (submuestras en este caso) y se represento
la desviacion estandar de la medicion por medio de una barra vertical pasando por el
valor medio. Para el resto de las variables consideradas, como son la tasa de
crecimiento, la duracion de la fase lineal y la inhibicidn del crecimiento, definidas en el
apartado 6.2.3., se elaboraron tablas con cada uno de los valores medios y su desviacion
estandar.

Posteriormente, una vez que ya no hubo variaciones en el area de las colonias de
P digitatum y P. italicum para cada tratamiento, es decir, cuando llegé a su limite de
crecimiento, se procedid a realizar las pruebas restantes para observar la influencia de
estos tratamientos sobre la conidiogénesis, el tamafio de los conidios, la masa de micelio
y la germinacion de los hongos en estudio. Para ello, cada una de las muestras, de 4
placas por dosis de aceite, se dividieron en 2 placas para cada una de las pruebas. Dos
placas fueron congeladas para la medida de la masa de micelio; y las otras dos se
destinaron para la medida de la cantidad de conidios producidos (conidiogénesis) y del
tamano de éstos, realizado con un micrométrico ocular acoplado a un microscopio de

contraste de fases para un recuento mas facil y eficaz.
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Para analizar la influencia de estos tratamientos sobre la masa de micelio de P
digitatum y P. italicum, se procedi6 a extraer el micelio superficial de cada placa, con
ayuda de una espatula, introduciéndolo en tubos de ensayo. Posteriormente, fueron
introducidos en una estufa a 78°C para la eliminacion total del agua durante no menos
de 24 horas. Por ultimo, se procedio a pesar los micelios secos con una balanza de

precision.

En el caso de averiguar el efecto que las diferentes dosis de los aceites esenciales
de clavo y canela ejercian sobre la conidiogénesis de los aislados de Penicillium, el
procedimiento realizado para contabilizar los conidios que crecieron por cm? se muestra
en las siguientes imagenes, Figura 6.3.

Figura 6.3. (a) Extraccion del micelio del hongo de la placa. (b) Introduccion del micelio en

bolsa de Stomacher. (c) Adicién de agua destilada y triturado en Stomacher. (d) Camara de
Thoma. (e) Microscopio de contraste de fases. (f) Fotografia de conidios de Penicillium sp. bajo
el microscopio de contraste de fases con el fin de hacer el recuento de los conidios con la

cuadricula.

Para el calculo de los conidios por cm? se utilizé la siguiente ecuacién que ya se
ha descrito en el subapartado de descripcion de variables:
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(V.agua - c)
(0,00025 * A.micelio)

conidios/cm? =

donde,

V. agua : volumen de agua (mL),

¢ : nimero medio de conidios en la unidad minima de recuento (conidios),
0,0025 : volumen de la unidad minima de recuento (mm®),

A micelio : Area de micelio (cm?).

Para la representacion de los gréficos de influencia de las diferentes dosis de
aceites esenciales sobre la masa de micelio, la conidiogénesis, el tamafio de los conidios
y la germinacion de P. digitatum y P. italicum se tomo el valor medio por dosis de las
dos réplicas y se representd la desviacion estandar de la medicion por medio de una

barra vertical pasando por el valor medio.

6.3. Resultados y discusion

Efecto de diferentes concentraciones de los aceites esenciales de canela y clavo
sobre el crecimiento de P. digitatum y P. italicum.

En las Figuras 6.4. y 6.5., se aprecia el crecimiento de Penicillium digitatum
aislado de limon en placas tratadas con solucion testigo (agua destilada) y las tratadas
con el extracto de aceite esencial de canela (Figura 6.4.) y clavo (Figura 6.5.) con las
concentraciones utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L).

Las concentraciones de los aceites esenciales de canela y clavo comprendidas
entre 1,6 y 40 uL/L (dosis de 0,032 y 0,8 uL/placa, respectivamente) favorecieron
ligeramente y, de manera proporcional a la dosis aplicada, el crecimiento de P.
digitatum. La aplicacion de 200 pL/L (dosis de 4 uL/placa) de aceite de canela redujo
considerablemente el crecimiento de P. digitatum hasta aproximadamente el 45% del
area del control (0 puL de aceite) al término del décimo dia de incubacion y un 51% del

control con la aplicacion de clavo al mismo hongo.
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P. digitatum aislado de limdn
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Figura 6.4. Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de canela sobre el
crecimiento de P. digitatum aislado de limdn. Las barras verticales son la desviacion estandar.

P. digitatum aislado de limén

R

5

- ==¢==Control

S —&—Clavo 1,6 pL/L
[=]

: Clavo 8 uL/L
[J]

< == Clavo 40 pL/L

== Clavo 200 pL/L

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (dias)

Figura 6.5. Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de clavo sobre el
crecimiento de P. digitatum aislado de limdn. Las barras verticales son la desviacion estandar.

En la Tabla 6.1. se muestra la tasa de crecimiento del hongo para cada
tratamiento que, como tal tasa, indica la velocidad de crecimiento del hongo durante su
fase de crecimiento lineal. También incluye la duracion de la fase lineal de crecimiento,

expresada en dias, y la inhibicion del crecimiento en relacion al tratamiento testigo,
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expresada en porcentaje. Esta Gltima sélo se calcul6 para aquellos tratamientos en lo que
se observo inhibicion o reduccion del crecimiento de P. digitatum.
Tabla 6.1. Tasa de crecimiento, duracion de la fase lineal e inhibicion del crecimiento de P.

digitatum aislado de limén para los diferentes tratamientos utilizados a base de 1,6; 8, 40, 200
y 1.000 uL/L de los extractos de aceites esenciales de canela y clavo.

Control 59+15 3,3+0,5
Canela 1,6 6,5+0,6 3,8+0,5
Canela 8 7,7+15 25+0,6
Canela 40 6,1+0,6 3,0+0,8
Canela 200 43+1,3 15+1,0 67
Clavo 1,6 6,0+0,3 38+1,0
Clavo 8 6,4+0,4 35+0,6
Clavo 40 7,7+10 3,0+£0,0
Clavo 200 46+1,1 15+0,6 59

Esta Tabla revela que, como se ha comentado anteriormente, los tratamientos
que mejores resultados arrojan son los realizados con extractos de canela y clavo a la
concentracion de 200 pL/L, con una inhibicion del crecimiento de P. digitatum de 67 y

59%, respectivamente.

En las siguientes Figuras se muestra el crecimiento de Penicillium digitatum
aislado de mandarina en placas tratadas con solucion testigo (agua destilada) y las
tratadas con el extracto de aceite esencial de canela (Figura 6.6.) y clavo (Figura 6.7.)
con las dosis utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL/L).

De manera similar al caso anterior con P. digitatum aislado de limon, en el
aislado de mandarina, las concentraciones de los aceites esenciales de clavo y canela
comprendidas entre 8 y 40 uL/L (dosis de 0,16 y 0,8 uL/placa) favorecieron ligeramente
y, de manera proporcional a la dosis aplicada, el crecimiento de P. digitatum. Con una
concentracion de 1,6 puL/L (dosis de 0,032 uL/placa) el crecimiento del hongo fue
practicamente igual al que experimentd sin tratamiento alguno. La aplicacion de 200
uL/L (dosis de 4 uL/ placa) de aceite de canela y clavo redujo el crecimiento de P.
digitatum con una inhibicién del crecimiento de 35 y 51%, respectivamente (Tabla
6.2.).
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Figura 6.6. Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de canela sobre el

crecimiento de P. digitatum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacién
estandar.
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Figura 6.7. Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de clavo sobre el
crecimiento de P. digitatum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion
estandar.
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Tabla 6.2. Tasa de crecimiento, duracion de la fase lineal e inhibicidn del crecimiento de P.
digitatum aislado de mandarina para los diferentes tratamientos utilizados a base de 1,6; 8, 40,
200 y 1.000 uL/L de los extractos de aceites esenciales de canela y clavo.

Control 6,3+2,2 35+1.3
Canela 1,6 56+0,9 3,0+0,0
Canela 8 6,9+0,3 3,0+0,8
Canela 40 74+13 35+0,6
Canela 200 3,3+£0,6 28+13 35
Clavo 1,6 6,2+2,7 28+13
Clavo 8 7,0+£0,3 25+0,6
Clavo 40 78+15 30+14
Clavo 200 48+0,3 23+1,0 51

Se ha comprobado, para los dos aislados de P. digitatum, que las
concentraciones inferiores a 40 pL/L de los aceites esenciales de canela y clavo
demostraron un efecto opuesto al esperado, es decir, estimularon el crecimiento hifal
durante la fase lineal que tiene lugar cuando el hongo presenta la mayor tasa de
crecimiento. La explicacién a este efecto puede deberse a que los extractos de aceites
esenciales pueden contener ciertas sustancias favorecedoras del crecimiento que
enmascara el escaso efecto inhibidor del aceite esencial a dosis muy bajas. Un efecto
similar fue observado por Saks y Barkai-Golan (1995), estudiando los efectos del gel de
Aloe vera sobre el desarrollo de P. digitatum, P. expansum, Alternaria alternata y
Botrytis cinerea.

En el caso de P. italicum, la Figura 6.8. muestra el crecimiento de este hongo
aislado de limon en placas tratadas con solucion testigo (agua destilada) y las tratadas
con el extracto de aceite esencial de canela (Figura 6.8.) y clavo (Figura 6.9.) con las
concentraciones utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L).

En P. italicum el efecto de las dosis de aceite fue ligeramente diferente. De este
modo, las concentraciones inferiores a 8 ul/L (dosis de 0,16 pL/placa) presentaron
valores de crecimiento similares al control, mientas que la de 40 pL/L (dosis de 0,8
uL/placa) present6 un ligero efecto retardador del crecimiento observado desde el sexto
dia de incubacion, especialmente con el aceite de clavo. La concentracion de 200 pL/L

(dosis de 4 uL/ placa) se mostrd mas efectiva para P. italicum que para P. digitatum,
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alcanzando una inhibicion de aproximadamente 17% del area del control al décimo dia
de incubacion para el primer hongo (valores muy similares para los dos aceites
esenciales). La concentracion de 1.000 uL/L (dosis de 20 uL/ placa) inhibio
completamente el desarrollo de los dos hongos. Estas diferencias pueden deberse a la
selectividad que existe entre aceite esencial y especie de hongo contra el que ejerce
accion fungicida. Parece ser que los aceites esenciales de clavo y canela tienen un
mayor efecto inhibiendo el crecimiento de P. italicum que sobre P. digitatum. Esta
selectividad entre tipo de aceite y especie atacada fue puesta de manifiesto por Kurita et
al. (1981) escaneando 40 compuestos de aceites esenciales contra 7 especies de hongos
y Singh et al. (1980) contra 22 especies de hongos, incluyendo patdgenos de plantas. La
actividad antifungica de los aceites esenciales ha sido atribuida a fenoles
monoterpénicos, especialmente el timol, carvacrol y eugenol (Isman, 2000); también al
D-limoneno, cineol, a-pineno, B-pineno, 3-mirceno y alcanfor (Barkai-Golan, 2001), o
adicionalmente a p-anisaldehido y L-carvona. Sin embargo, existe cierta especificidad
entre ellos, L-carvona es efectiva contra B. cinerea, pero no contra Penicillium sp.
(Palou et al., 2001). Los extractos de aceites de tomillo (Cayuela y Garcia, 2007,
Martinez, 2007) y enebro (Martinez, 2007) también han mostrado su eficacia para

controlar las especies de Penicillium patdgenas de los agrios.

P. italicum aislado de limén
35
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® Canela 8 pL/L
< 10 =>é=Canela 40 uL/L
5 ==ie=Canela 200 pL/L
012 3 45 6 7 8 91011121314 151617
Tiempo (dias)

Figura 6.8. Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de canela sobre el
crecimiento de P. italicum aislado de limén. Las barras verticales son la desviacion estandar.
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Figura 6.9. Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de clavo sobre el
crecimiento de P. italicum aislado de limén. Las barras verticales son la desviacion estandar.

Tambien se puso de manifiesto que el desarrollo de P. italicum fue méas lento y
que, incluso con una duracion del experimento 7 dias superior, el &rea maxima de las
colonias estuvo en torno a 30 cm? a los 17 dias, mientras que en el caso de P. digitatum
llegé a niveles de 40 cm? en 10 dias. P. italicum presenté una tasa de crecimiento més
reducida que P. digitatum, y es conocido que la podredumbre azul es sélo mas

importante que la verde a temperaturas de refrigeracion (Tuset, 1987).

Segun la Tabla 6.3., la tasa crecimiento de P. italicum, tanto para canela como
para clavo a la concentracion de 200 pL/L, fue inferior a uno con una inhibicién del

crecimiento de aproximadamente el 90%.

En la Figura 6.10. se muestra el crecimiento de Penicillium italicum aislado de
mandarina en placas tratadas con solucion testigo y las tratadas con el extracto de aceite
esencial de canela (Figura 6.10.) y clavo (Figura 6.11.) con las concentraciones
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL/L).

De la misma forma, las concentraciones inferiores a 8 uL/L (dosis de 0,16

uL/placa) presentaron valores de crecimiento similares al control, mientas que la de 40
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uL/L (dosis de 0,8 uL/placa) presentd un ligero efecto retardador del crecimiento
observado desde el sexto dia de incubacion, aunque algo menor que en el caso de P.
italicum aislado de limon. La concentracion de 200 puL/L se volvié a mostrar efectiva
alcanzando una inhibicién del crecimiento del 90 % (Tabla 6.4.). La concentracion de

1.000 pL/L inhibi6 completamente el desarrollo de los dos hongos.

Tabla 6.3. Tasa de crecimiento, duracion de la fase lineal e inhibicién del crecimiento de P.
italicum aislado de limén para los diferentes tratamientos utilizados a base de 1,6; 8, 40, 200 y
1.000 uL/L de los extractos de aceites esenciales de canela y clavo.

Tratamiento Tasa de crecimiento  Duracion fase lineal Inhibicion del
: crecimiento (%
Control 21+04 9,3+0,5
Canela 1,6 1,6+0,1 95+24
Canela 8 1,9+0,2 83+15
Canela 40 1,6+0,1 75+1,0
Canela 200 0,5+0,0 50+24 81
Clavo 1,6 21+04 9,3+0,5
Clavo 8 2,0+0,1 8,0+22
Clavo 40 15+0,9 7,8+272
Clavo 200 0,9+0,3 3,3+£0,5 89

P. italicum aislado de mandarina
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Figura 6.10. Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de canela sobre el
crecimiento de P. italicum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion
estandar.
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P. italicum aislado de mandarina
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Figura 6.11. Efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de clavo sobre el
crecimiento de P. italicum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion
estandar.

Tabla 6.4. Tasa de crecimiento, duracion de la fase lineal e inhibicién del crecimiento de P.
italicum aislado de mandarina para los diferentes tratamientos utilizados a base de 1,6; 8, 40,
200 y 1.000 uL/L de los extractos de aceites esenciales de canela y clavo.

Tratamiento  Tasa de crecimiento  Duracion fase lineal Inhibicion del
crecimiento (%
Control 28+04 8,8+0,5
Canela 1,6 24+04 8,5+0,6
Canela 8 25%0,2 8,3+0,5
Canela 40 24+04 75+17
Canela 200 0,8+0,1 40+14 81
Clavo 1,6 2,0+£0,5 9,3+1,7
Clavo 8 1,9+0,2 83+15
Clavo 40 16+0,3 9,8+0,5
Clavo 200 0,4+0,0 6,3+1,5 90
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Efecto de los extractos de aceites esenciales de canela y clavo sobre la

conidiogénesis de P. digitatum y P. italicum.

En las Figuras 6.12. y 6.13., se muestra el efecto que presentaron las diferentes
concentraciones de aceites esenciales de canela y clavo utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y
1.000 uL/L) sobre la conidiogénesis de Penicillium digitatum aislado de limén (Figura
6.12.) y Penicillium digitatum aislado de mandarina (Figura 6.13.).
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Concentracién del aceite (uL/L)

Figura 6.12. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre la conidiogénesis (conidios/cm?) de P.
digitatum aislado de limon. Las barras verticales son la desviacion estandar.

105



CAPITULO 6.|2013

3,00E+07

2,50E+07
E
(3]
m
S 2,00E+07 !
jg == Canela
o
o == Clavo

1,50E+07

1,00E+07

0 1,6 8 40 200
Concentracion del aceite (uL/L)

Figura 6.13. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre la conidiogénesis (conidios/cm?) de P.
digitatum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.

Si analizamos ambas figuras, podemos observar que hubo una tendencia
descendente en la cantidad de conidios que crecieron por cm?® en ambos aislados de
Penicillium digitatum conforme se aumentd la concentracion de los aceites esenciales

utilizados.

Sin embargo, hay que destacar que en el caso del aceite esencial de canela, a la
concentracion de 1,6 uL/L (dosis de 0,032 pL/placa), se observd un estimulo en la
conidiogénesis de P. digitatum, tanto aislado de limén como de mandarina. De esta
manera, el crecimiento de conidios por cm? de P. digitatum con el tratamiento de 1,6
ul/L de extracto de canela fue de aproximadamente 5-10° conidios/cm?® superior
respecto a la solucidn testigo (agua destilada). Este efecto estimulante en el crecimiento
de conidios, a esa misma concentracion de extracto (1,6 uL/L), fue diferente en el caso
de las placas tratadas con aceite esencial de clavo, notandose incluso en P. digitatum
aislado de limon una inhibicion en el crecimiento de conidios, superior a la observada

con el tratamiento de 8 uL/L de extracto de clavo.

En las Figuras 6.14. y 6.15. se muestra el efecto que presentaron las diferentes
concentraciones de aceites esenciales de canela y clavo utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y
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1.000 pL/L) sobre la conidiogénesis de Penicillium italicum aislado de limon (Figura

6.14.) y Penicillium italicum aislado de mandarina (Figura 6.15.).
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Figura 6.14. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre la conidiogénesis (conidios/cm?) de P.

italicum aislado de limoén. Las barras verticales son la desviacién estandar.
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Figura 6.15. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre la conidiogénesis (conidios/cm?) de P.

italicum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.
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En el caso de P. italicum, también se observo un descenso en el nimero de
conidios que crecieron por unidad de superficie cuando se aumento la dosis de los
aceites esenciales de clavo y canela. Esta disminucion fue mas acentuada que en el caso
anterior de P. digitatum, habiendo una diferencia de aproximadamente 1.10°
conidios/cm? entre los resultados observados con la solucién testigo y el tratamiento con

la mayor concentracion utilizada para ambos aceites esenciales, 200 pL/L.

Este efecto inhibidor de la formacion de conidios fue puesto de manifiesto por
Nishiyama et al. (1998), comprobando que la conidiogénesis de cuatro especies de
hongos filamentosos, como son Aspergillus fumigatus, Fusarium solani, Penicillium
expansum y Rhizopus, fue suprimida por el contacto gaseoso con aceites de limén,
lavanda y tomillo. Este efecto antiesporulante de los aceites esenciales parecio estar
correlacionado con su actividad inhibidora de la respiracion, en vez de con su actividad

inhibidora del crecimiento.

Ademas, se observé que la cantidad de conidios que crecen por cm? es muy
superior en P. italicum, del orden de 10°, respecto a los crecidos en P. digitatum, del
orden de 10’. Esto puede ser debido, como se verd mas adelante, a la diferencia de
tamano de los conidios entre ambas especies. Los conidios de P. italicum presentaron
aproximadamente la mitad de tamafio (um) que los conidios de P. digitatum, pudiendo

asi crecer en mayor cantidad por unidad de superficie.

Efecto de los extractos de aceites esenciales de canela y clavo sobre el tamafio de los
conidios de P. digitatum y P. italicum.

En las Figuras 6.16. y 6.17. se muestra el efecto que presentaron las diferentes
concentraciones de aceites esenciales de canela y clavo utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y
1.000 pL/L) sobre el tamafio de los conidios de Penicillium digitatum aislado de limon

(Figura 6.16.) y Penicillium digitatum aislado de mandarina (Figura 6.17.).
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Figura 6.16. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL/L) sobre el tamafio de los conidios (um) de P.
digitatum aislado de limén. Las barras verticales son la desviacion estandar.
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Figura 6.17. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre el tamafio de los conidios (um) de P.
digitatum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.

No se observo un efecto claro de los aceites esenciales de clavo y canela sobre el
tamafio de los conidios de P. digitatum aislado de limén y mandarina. Estos,

presentaron en su mayoria una forma eliptica y un tamafio variable, con una longitud
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que varid entre 8 y 9 um. Estas dimensiones son conformes a las que expusieron
Frisvad y Filtenborg (1995), segun los cuales, los conidios de P. digitatum son de forma

cilindrica y eliptica, de color verde olivo y con un tamafo de 3,5-8 x 3,0-4,0 um.

En las Figuras 6.18. y 6.19. se muestra el efecto que presentaron las diferentes
concentraciones de aceites esenciales de canela y clavo utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y
1.000 pL/L) sobre el tamafio de los conidios de Penicillium italicum aislado de limoén

(Figura 6.18.) y Penicillium italicum aislado de mandarina (Figura 6.19.).
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Figura 6.18. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL/L) sobre el tamafio de los conidios (um) de P. italicum
aislado de limon. Las barras verticales son la desviacion estandar.
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Figura 6.19. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 uL/L) sobre el tamafio de los conidios (um) de P. italicum
aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.

En el caso de P. italicum, tampoco se observé ningin cambio en cuanto a
tamafo y forma en los conidios por efecto de los tratamientos con diferentes dosis de
los aceites esenciales utilizados. Estas figuras muestran que el tamario de los conidios
para ambos aislados de P. italicum, de limon y de mandarina, presentd una tendencia
més o0 menos lineal, que oscilo entre 4,3 y 4,6 um de longitud, aproximadamente.

Conidios de P. italicum observados con microscopio de contraste de fases.

Se contrasto, por tanto, y como se observa en la Fig. 6.20. la diferencia de

tamanos y formas entre los conidios de ambas especies de Penicillium, digitatum y P.
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italicum. Asi pues, mientras que los conidios de P. digitatum presentaron una forma
predominantemente eliptica y una longitud que oscilo entre 8,2 y 8,8 um, los de P.
italicum, por su parte, se mostraron cilindricos y con un tamafio que vario entre 4,3 y
4,6 um de longitud, es decir, aproximadamente la mitad que P. digitatum. Estas
diferencias de morfologia entre ambas especies de Penicillium fue puesta de manifiesto
por Tuset (1987). Los conidios de P. digitatum son lisos, de color verde oscuro en masa,
variables en la forma (predominan los elipticos aunque es frecuente la presencia de
cilindricos y subglobosos) y con dimensiones comprendidas entre 3,5-12 x 3-8 um
(media 5,8-7,6 x 4,1-6,2). Sin embargo, los elementos constituyentes de la parte
esporigena de P. italicum son menores en tamario que los de P. digitatum. Los conidios
son al principio tipicamente cilindricos y en la madurez elipticos o subglobosos, con

medidas comprendidas entre 4-10 x 2,5-7 (media 4-6 X 2,5-4 pm).

Efecto de los extractos de aceites esenciales de canela y clavo sobre la masa de

micelio de P. digitatum y P. italicum.

En las Figuras 6.21. y 6.22., se muestra el efecto que presentaron las diferentes
concentraciones de aceites esenciales de canela y clavo utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y
1.000 pL/L) sobre la masa de micelio de Penicillium digitatum aislado de limon (Figura

6.21.) y Penicillium digitatum aislado de mandarina (Figura 6.22.).

La masa de micelio aéreo de P. digitatum aislado de limon disminuyo con la
dosis de aceites esenciales de canela y de clavo. Sin embargo, esta disminucion fue mas
acusada con el uso del aceite esencial de canela. La dosis de 8 uL/L arrojo la minima
masa de micelio. Aunque los valores medios de masa aumentaron con las dosis de 40 y
200 uL/L, consideramos que no son contradictorios puesto que el error aumentd
considerablemente a estas concentraciones (Fig. 6.21). Sin duda se tendria que haber

aumentado el tamafio de la muestra.
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Figura 6.21. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre la masa de micelio aéreo (mg) de P.
digitatum aislado de limén. Las barras verticales son la desviacion estandar.
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Figura 6.22. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre la masa de micelio aéreo (mg) de P.
digitatum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.

Para P. digitatum aislado de mandarina (Fig. 6.22), la masa de micelio siguio
una tonica similar a la de P. digitatum aislado de limoén. Sin embargo, la dosis de 1,6

uL/L no tuvo efecto alguno sobre el descenso de micelio y este descenso fue menos
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acusado en todas sus dosis de aceites de canela y clavo que el descenso obtenido para P.

digitatum aislado de limoén.

En las Figuras 6.23. y 6.24. se muestra el efecto que presentaron las diferentes
concentraciones de aceites esenciales de canela y clavo utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y
1.000 pL/L) sobre la masa de micelio de Penicillium italicum aislado de limén (Figura

6.23.) y Penicillium italicum aislado de mandarina (Figura 6.24.).
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Figura 6.23. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre la masa de micelio aéreo (mg) de P. italicum
aislado de limon. Las barras verticales son la desviacion estandar.
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Figura 6.24. Efecto de las diferentes concentraciones de aceite esencial de canela y clavo
utilizadas (1,6; 8, 40, 200 y 1.000 pL/L) sobre la masa de micelio aéreo (mg) de P. italicum
aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.

Para ambos aislados, tanto de limén como de mandarina, se observé que la masa
de micelio de P. italicum sigui6 practicamente la misma tendencia con los diferentes
tratamientos utilizados de los aceites de clavo y canela, al principio se mantuvo lineal a
las concentraciones de 1,6 y 8 ul/L de ambos aceites, es decir, se obtuvo la misma
masa de micelio medida en miligramos que en el caso de la solucion testigo (agua
destilada). En el caso de P. italicum aislado de limon, la masa de micelio present6 una
disminucion a partir de 8 uL/L de aceites, manteniendo esa tendencia descendente hasta
la mayor concentracion utilizada, 200 pL/L. Esto indica que las concentraciones de 40 y
200 pL/L de los aceites esenciales de canela y clavo redujeron considerablemente el
crecimiento en masa del micelio de P. italicum aislado de limon, de manera
proporcional a la dosis aplicada de aceite. Por otro lado, en el aislado de mandarina, la
masa de micelio del hongo se mantuvo constante con la concentracion de 40 uL/L de
aceite de clavo, aumentando incluso alrededor de 20 miligramos en el caso del aceite de
canela. Sin embargo, con la concentracion de 200 uL/L de ambos aceites si se observo
una reduccion importante, de aproximadamente 50 miligramos, en el crecimiento en

masa de P. italicum aislado de mandarina.

Otra diferencia entre ambos aislados fue que en el aislado de limén se observo

mayor crecimiento en la masa de micelio de P. italicum, con una diferencia de
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aproximadamente 20 miligramos respecto a este hongo aislado de mandarina, para la
solucion testigo y las concentraciones de 1,6 y 8 ulL/L de los aceites esenciales de
canela y clavo. Sin embargo, con la concentracion de 200 uL/L de aceite de canela y
clavo se obtuvo la misma masa de micelio del hongo (30 mg) para el aislado de limén y
para el aislado de mandarina. Esto indica que ambos aceites tuvieron un mayor efecto
sobre P. italicum aislado de limén, donde se presentd una mayor inhibicion del

crecimiento de la masa de su micelio.

Esta accion inhibidora en el crecimiento de la masa de micelio de hongos
fitopatogenos fue reportada por Bernal Alcocer et al, (2005) evaluando la actividad
fungicida de metabolitos secundarios como los alcaloides, presentes en cerca del 20%
de todas las especies de plantas. Estudiando el efecto de los alcaloides presentes en
distintas especies de Lupinus observaron que el peso seco promedio del micelio de
Sclerotium rolfsii, Alternaria solani y Rhizoctonia solani, en todas las concentraciones
del extracto, fue menor al peso seco que se registrd en el testigo (0 ppm), observandose
una tendencia a incrementarse significativamente la inhibicion del crecimiento micelial
de 30 a 94% conforme aumentaron las concentraciones de extracto, pero sin diferencias
significativas entre las concentraciones mas altas (10.000 y 20.000 ppm). Sin embargo,
a concentraciones mas bajas se observd un mayor incremento en el peso seco del

micelio con respecto al testigo (0 ppm).

Efecto de los extractos de aceites esenciales de canela y clavo sobre la germinacion

de conidios de P. digitatum y P. italicum.

En las Figuras 6.25. y 6.26., se muestra el efecto que presentaron los aceites
esenciales de canela y clavo utilizados a una concentracion de 500 pL/L (dosis de 10
uL/placa) sobre la germinacion de Penicillium digitatum aislado de limoén (Figura 6.25.)

y Penicillium digitatum aislado de mandarina (Figura 6.26.).
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Figura 6.25. Efecto de 500 uL/L de aceite esencial de canela y clavo sobre la germinacion de
P. digitatum aislado de limén. Las barras verticales son la desviacion estandar.
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Figura 6.26. Efecto de 500 puL/L de aceite esencial de canela y clavo sobre la germinacion de
P. digitatum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.

Se observo que para una concentracion de 500 uL/L de los aceites esenciales de
canela y clavo se produjo una gran inhibicion en la germinacién de los conidios de P.
digitatum. Este efecto sobre la germinacion del hongo fue mas acentuado sobre P.
digitatum aislado de limén en el quinto dia de incubacion. Asi, mientras que en P.
digitatum aislado de limén se obtuvo un recuento en torno a 2-10° UFC/mL para ambos
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aceites, en P. digitatum aislado de mandarina el recuento fue mayor, de
aproximadamente 5-10°> UFC/mL.

En las Figuras 6.27. y 6.28., se muestra el efecto que presentaron los aceites
esenciales de canela y clavo utilizados a una concentracion de 500 pL/L (dosis de 10
uL/placa) sobre la germinacion de Penicillium italicum aislado de limon (Figura 6.27.)
y Penicillium italicum aislado de mandarina (Figura 6.28.).
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Figura 6.27. Efecto de 500 uL/L de aceite esencial de canela y clavo sobre la germinacion de
P. italicum aislado de limén. Las barras verticales son la desviacién estandar.
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Figura 6.28. Efecto de 500 puL/L de aceite esencial de canela y clavo sobre la germinacion de
P. italicum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.
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En el caso de P. italicum, estos aceites esenciales mostraron un efecto totalmente
inhibidor en la germinacion del hongo. Solamente, a partir del dia 16 de experimento se
observO un pequefio crecimiento de unidades formadoras de colonias en las placas
tratadas con los aceites de clavo y canela, siendo 1,20 x 10° UFC/mL en la placa tratada
con 500 pL/L de canela 'y 7,30 x 10* UFC/mL en la placa tratada con 500 pL/L de clavo
para P. italicum aislado de limén, mientras que en el caso del aislado de mandarina el
crecimiento fue algo menor, 3,45 x 10* y 2,78 x 10* UFC/mL en las placas tratadas con

canela y clavo, respectivamente.

Kurt et al. (2006), estudiando el efecto fungicida de diferentes aceites esenciales
de orégano, tomillo, lavanda y romero encontraron que el aceite de orégano a una
concentracion de 12,8 mg/mL inhibia el crecimiento de B. cinerea completamente. Los
aceites esenciales de lavanda y romero eran inhibidores a concentraciones relativamente
altas (25,6 mg/mL). También observaron que la germinacion de las esporas, como en el
caso de este estudio, fue inhibida por los aceites esenciales probados.

Debido a la completa inhibicion de la germinacion de P. italicum, se prob6 con
una concentracion menor de ambos aceites esenciales, siendo ésta 200 pL/L. En las
siguientes figuras se muestra el efecto que presentaron los aceites esenciales de canela 'y
clavo utilizados a una concentracion de 200 pL/L (dosis de 4 pl/placa) sobre la
germinacién de Penicillium italicum aislado de limén (Figura 6.29.) y Penicillium

italicum aislado de mandarina (Figura 6.30.).
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Figura 6.29. Efecto de 200 uL/L de aceite esencial de canela y clavo sobre la germinacion de
P. italicum aislado de limén. Las barras verticales son la desviacién estandar.
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Figura 6.30. Efecto de 200 puL/L de aceite esencial de canela y clavo sobre la germinacion de
P. italicum aislado de mandarina. Las barras verticales son la desviacion estandar.

Con esta concentracién reducida de 200 pL/L de ambos aceites se observé una
inhibicion completa de la germinacion de P. italicum al cabo de dos dias de incubacion.
Sin embargo, a partir del tercer dia de experimento se produjo una germinacion igual o
incluso superior, en el caso del aislado de limén, a la producida con el control (agua
destilada).
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6.4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos podemos concluir de la siguiente forma:

» Las concentraciones de los aceites esenciales de clavo y canela comprendidas
entre 1,6 y 40 pL/L favorecieron ligeramente y, de manera proporcional a la
dosis aplicada, el crecimiento de P. digitatum. Sin embargo, en P. italicum, las
concentraciones inferiores a 8 uL/L presentaron valores de crecimiento similares
al control, mientas que la de 40 pL/L presentd un ligero efecto retardador del
crecimiento observado desde el sexto dia de incubacién, especialmente con el
aceite de clavo. La aplicacion de 200 pL/L de aceite de canela redujo
considerablemente el crecimiento de P. digitatum hasta aproximadamente el
45% del area del control y un 51% del control con la aplicacion de clavo al

mismo hongo.

» La concentracion de 200 uL/L se mostrdé mas efectiva para P. italicum que para
P. digitatum, alcanzando una inhibicién de aproximadamente 17% del area del
control al décimo dia de incubacion para el primer hongo (valores muy similares
para los dos aceites esenciales). Esta dosis también inhibi6 la conidiogénesis del
hongo (produccion de conidios), por lo que el aspecto de las colonias sobre el
medio de cultivo era de color blanco, como minimo hasta el sexto dia,
dependiendo de la especie de hongo y del aceite utilizado. La concentracion de
1000 pL/L inhibi6é completamente el desarrollo de los dos hongos.

» La conidiogénesis de P. digitatum se vio afectada con las diferentes dosis de
aceites de canela y clavo utilizados. Se observé una tendencia descendente en la
cantidad de conidios que crecieron por cm? en ambos aislados de Penicillium
digitatum conforme se aumenté la concentracion de los aceites esenciales
utilizados. Sin embargo, en el caso del aceite esencial de canela, a la
concentracion de 1,6 puL/L (dosis de 0,032 pL/placa), se observd un estimulo en
la conidiogénesis de P. digitatum, tanto aislado de limén como de mandarina. En
el caso de P. italicum la inhibicion del crecimiento de conidios fue mas

acentuada que en P. digitatum.
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» No se observo ningn cambio en cuanto a tamafio y forma en los conidios de
ambas especies en estudio por efecto de los tratamientos con diferentes dosis de
los aceites esenciales utilizados. Sin embargo se puso de manifiesto la diferencia
de tamafios y formas entre los conidios de ambas especies de Penicillium,
digitatum e italicum. Asi pues, mientras que los conidios de P. digitatum
presentaron una forma predominantemente eliptica y una longitud que oscilo
entre 8,2 y 8,8 um, los de P. italicum, por su parte, se mostraron cilindricos y
con un tamafio que varié entre 43 y 4,6 um de longitud, es decir,

aproximadamente la mitad que P. digitatum.

» Las concentraciones de 40 y 200 uL/L de los aceites esenciales de canela y clavo
redujeron considerablemente el crecimiento en masa del micelio de P. italicum
aislado de limoén, de manera proporcional a la dosis aplicada de aceite, mientras
que en el aislado de mandarina solo fue efectiva la mayor concentracion de 200

uL/L de ambos aceites.

» Para una concentracion de 500 pL/L de los aceites esenciales de canela y clavo
se produjo una gran inhibicion en la germinacion de los conidios de P.
digitatum. En el caso de P. italicum, estos aceites esenciales mostraron un efecto
totalmente inhibidor en la germinacion del hongo. Solamente, a partir del dia 16
de experimento se observo un pequefio crecimiento de unidades formadoras de
colonias en las placas tratadas con los aceites de clavo y canela. Sin embargo,
con una concentracion reducida de 200 puL/L de ambos aceites se produjo, a
partir del tercer dia de experimento, una germinacion igual o incluso superior de

P. italicum a la producida con el control (agua destilada).
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7.1. Introduccion

El ensayo basado en el estudio del efecto de un producto sobre el crecimiento
del hongo es de fécil aplicacion cuando el hongo crece bien sobre medios de cultivo y se
basa en la confrontacién del hongo con concentraciones crecientes de diversas
sustancias con potencial efecto fungicida afiadidas al medio de cultivo, de manera que la
medida del crecimiento del micelio (cuerpo vegetativo del hongo) nos permite estimar
el efecto del producto. De este modo, los ensayos in vitro consistieron en poner en
contacto directo diversas sustancias, con potencial efecto fungicida, con el hongo en
condiciones Optimas de crecimiento en relacion a nutrientes y temperatura con el fin de
ver como afectaban estas sustancias a su crecimiento. La evaluacion de la eficacia de los
productos con potenciales propiedades antifingicas durante el almacenamiento de los
productos hortofruticolas, tiene muchas més interferencias y resulta mas complejo; por
lo que una primera evaluacion in vitro siempre nos dirige hacia los productos que
podrian ser mas eficaces en el control de la podredumbres. Por tanto, un producto que es
eficaz in vitro no necesariamente lo sera durante el almacenamiento del producto
hortofruticola que se aplica, pues influyen numerosos factores como la degradabilidad y
persistencia de la sustancia testada, resistencia del fruto, etc. Por ello se deduce

facilmente que si un producto no es util in vitro dificilmente lo sera in vivo.

Posteriormente, una vez que hallamos una sustancia con un efecto fungicida in
vitro satisfactorio se determina la dosis dptima necesaria para inhibir el crecimiento

fangico del hongo.

En esta tercera y ultima fase de este estudio se procederd a la inoculacién del
propagulo del patégeno sobre los frutos de limon tratados con los productos y
concentraciones idoneos que optimizamos en los capitulos anteriores. Tras los
resultados de este ensayo se podra comprobar finalmente si la sustancia probada es
realmente efectiva o no, comparando dichos resultados con un fungicida comercial,
imazalil (0,1 %).

La inoculacion de propagulos del patdgeno es un sistema muy eficaz e

imprescindible para poner de manifiesto la bondad de un tratamiento antifngico en el
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laboratorio. La inoculacion de propagulos, de hecho, es una de las etapas fundamentales
en los postulados de Koch para confirmar e identificar una determinada patologia,
aunque la inoculacion siempre es un método drastico de hacer presente un posible
microorganismo patdgeno en presencia de su huésped. Entre las ventajas que presenta
estan (Vélez, 2006):

1. Laidentificacion precisa del tipo de propagulo y concentracion de éste.

2. El lugar exacto donde se encuentra el inoculo infectivo en el material vegetal en
caso de que se realice una inoculacién localizada.

3. La utilizacion de dosis infectivas del propagulo que en condiciones favorables

daran lugar a la enfermedad.

Los experimentos de inoculacion ponen de manifiesto la capacidad del crecimiento
del patogeno sobre el vegetal. Este sistema trata de asemejarse lo méas posible a las
condiciones reales que se va a encontrar el propagulo del patégeno cuando se encuentre
naturalmente sobre el vegetal, teniendo en cuenta que éste, en la mayoria de los casos,
tratara de defenderse del posible crecimiento del propagulo. En un experimento in vitro
no hay resistencia alguna por parte del medio de cultivo y condiciones de crecimiento,
ya que éstas se hacen propicias para permitir el crecimiento del propagulo depositado.
No es de extrafiar pues, que un determinado antifingico a probar presente alta
efectividad in vitro, pero una efectividad muy diferente in vivo una vez inoculada, tal y

como ya hemos comentado.

Las defensas contra la infeccidon que se encuentran en los tejidos vegetales son muy
variadas. Las principales son las de tipo fisico, principalmente la cuticula y epidermis
intacta. De este modo solo los patdégenos muy especializados son capaces de penetrar al
tejido vegetal intacto, pero éste no es el caso de Penicillium sp. Por otro lado se
encuentran las defensas de tipo quimico que inhiben el desarrollo del hongo. Hay
compuestos variados, entre ellos los compuestos fendlicos y los aceites esenciales.
También hay otros compuestos que son de sintesis inducida cuando se produce la
infeccion, los principales son las fitoalexinas. Estas defensas se pueden ver
comprometidas en postcosecha, especialmente cuando el vegetal se encuentra en estado
senescente (Vélez, 2006).
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Con la aplicacion de antifungicos de tipo quimico se pretende tener una minima
garantia de que las podredumbres se retardaran al menos durante un cierto periodo de
tiempo antes de que puedan proliferar. Pero de acuerdo con la tendencia actual de
reducir los productos contaminantes, en el control de las enfermedades, se debe
conducir a un menor uso de los medios quimicos potenciando los métodos culturales,
bioldgicos, biotécnicos y fisicos que mejoren la calidad del los productos
hortofruticolas. En definitiva, la actividad bioldgica debe de ser siempre respetuosa con

el medio ambiente y este es el objetivo principal en la realizacion de este estudio.

7.2. Materiales y métodos
7.2.1. Material experimental y tratamientos

Para la realizacion de las experiencias del presente capitulo, se aislo y purificd
un aislado de P. digitatum y otro de P. italicum que se se obtuvieron en el mes de
octubre de 2011 de frutos de limoén de un huerto local afectados de podredumbre verde
y azul. De hecho, se trataba de usar los mismos aislados usados en los experimentos in

vitro.

Las pruebas de patogeneicidad se realizaron sobre frutos de limén (Citrus limon
L. Burm.), variedad Fino. Los frutos maduros (indice de madurez de 2,3 °Brix/acidez)
se cosecharon en el termino de Torre Pacheco (Murcia) a principios de mayo de 2012 y
se transportaron el mismo dia a la empresa G’s Espafia situada en la misma localidad.
Pocas horas después, se transportaron a los laboratorios de la Estacion Experimental y
Agroalimentaria Tomas Ferro de la Universidad Politécnica de Cartagena, localizada en

La Palma (Murcia).

La experiencia empezo el dia 7 de mayo de 2012, efectuandose las inoculaciones
ese mismo dia, y se dio por finalizada el 1 de junio. Los frutos inoculados con el hongo

permanecieron almacenados en el laboratorio a una temperatura en torno a 20-25°C.

Los tratamientos antifingicos realizados fueron los siguientes:

a) 0% esencia de canela, clavo e imazalil (testigo) (pH 6,90; T2 22°C).
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b) imazalil 50% p/v, dosis 0,1% FRUITGARD-I-50 (testigo fungicida comercial)
(pH 6,82; T? 22°C).

¢) mezcla de imazalil 50% p/v al 0,025% + 200 uL/L aceite esencial de canela +
200 pL/L aceite esencial de clavo (pH 7,02; T2 22°C).

d) 500 pL/L de aceite esencial de canela + 0,1 mL/L de tween 80 (pH 7,38; T?
22°C).

e) 500 pL/L de aceite esencial de clavo + 0,1 mL/L de tween 80 ( pH 7,33; T?
22°C).

7.2.2. Unidad de observacion y niumero de repeticiones

Para la experiencia de inoculacién se tomaron 180 limones seleccionados y
libres de defectos. Los limones fueron separados en 5 grupos de 36 frutos cada uno.
Estos frutos fueron introducidos en cajas de carton de 6 frutos cada una para su
inoculacion, obteniendose un total de 30 cajas de carton. Cada tratamiento contaba con
6 cajas (3 cajas con frutos inoculados con P. digitatum y 3 cajas con frutos inoculados
con P. italicum). En definitiva, 90 frutos fueron inoculados con P. digitatum y otros 90
frutos fueron inoculados con P. italicum. Cada caja correspondia a una repeticion y cada
limon era una unidad experimental que se agrupaban en grupos de 6. Cada repeticion

recibio el lavado por separado aun perteneciendo a un mismo grupo de tratamiento.

Todos los limones fueron inoculados con una suspension de conidios de hongo
en agua destilada esterilizada y no se mezclaron en una misma caja limones inoculados

con hongos distintos ni tratados con soluciones diferentes en ningun caso.

Figura 7.1. Limones en cajas en grupos de seis unidades
(réplica compuesta de seis unidades experimentales).

126



CAPITULO 7.|2013

7.2.3. Definicidn, tipo y clasificacion de las variables

Las variables consideradas para valorar el efecto de los extractos de aceites
esenciales de clavo y canela sobre el control de las podredumbres de limones se definen

a continuacion:

La principal variable objeto de estudio en esta prueba fue el nimero de limones
afectados de podredumbre verde o azul tras la inoculacion de P. digitatum y P. italicum

respectivamente.

En las experiencias de patogeneicidad, ademéas de contabilizar el nimero de
limones afectados de podredumbre, se observd la evolucion de las podredumbres, que
mide la maduracion del hongo en el fruto y el indice de Desarrollo de la Podredumbre
(IDP), que incluye crecimiento y maduracion. De este modo, se representod el porcentaje
total de frutos afectados de podredumbre y el porcentaje por grado de desarrollo. Para
este caso se diferencio entre frutos blandos sin micelio, con micelio blando y con

micelio esporulado (se distingue por el color de la masa de conidios).

El indice de Desarrollo de la Podredumbre (IDP) se obtuvo aplicando la

siguiente ecuacion:

IDP = [(P1X0)+(P2x1)+(Psx2)+(P4x3))/TF

donde: Py es el nimero de frutos sin podredumbre; P, es el nimero de frutos podridos
sin micelio; P3 es el numero de frutos con micelio blanco y P4 corresponde al numero
de frutos podridos con micelio coloreado. TF es el total de frutos. Este indice varia entre
los valores de 0 y 3, siendo 0 (no hay podredumbre) y 3 (todos los frutos estan afectados

y con micelio esporulado).

La evolucion de las podredumbres es una variable de tipo cuantitativa
discontinua de acuerdo con la escala de medidas e independiente de acuerdo con el
disefio del protocolo, mientras que el IDP es una variable cuantitativa continua de
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acuerdo con la escala de medidas y de tipo resultado o dependiente de acuerdo con el

disefio del protocolo.

7.2.4. Establecimiento de las hipdtesis

La hipdtesis a contrastar fue que los diferentes tratamientos antifingicos
aplicados en este ensayo, influyen en cierto modo en el desarrollo de las podredumbres
verde y azul de frutos de limon inoculados con P. digitatum y P. italicum

respectivamente.

7.2.5. Andlisis estadistico

No se realizé ningun tratamiento estadistico a los resultados. La incidencia de las
podredumbres se anotd contabilizando el niumero de frutos podridos en el punto de
inoculacion a intervalos diarios dentro de cada bandeja y el grado de desarrollo de la
podredumbre se calculd diferenciando entre frutos blandos sin micelio, con micelio
blando y con micelio esporulado. Cuando los frutos se iban pudriendo generalmente se
fueron eliminando el mismo dia para evitar la contaminacion del resto de los frutos de la

bandeja, especialmente si el fruto se encontraba muy afectado.

7.2.6. Protocolo de las mediciones

El mismo dia de su recepcion, los frutos fueron seleccionados libres de
alteraciones y defectos y se lavaron bajo el grifo de agua potable de abastecimiento.
Posteriormente, sin escurrir, se realizaron los lavados en las distintos tratamientos a
base de aceites esenciales y fungicidas comerciales durante 3 minutos y 30 segundos,
respectivamente, en continua agitacion en los siguientes preparados: a) 0% esencia de
canela, clavo e imazalil (testigo) (pH 6,90; T2 22°C), b) imazalil 50% p/v, dosis 0,1%
FRUITGARD-I-50 (testigo fungicida comercial) (pH 6,82; T2 22°C), c) mezcla de
imazalil 50% p/v al 0,025% + 200 pL/L aceite esencial de canela + 200 uL/L aceite
esencial de clavo (pH 7,02; T2 22°C), d) 500 uL/L de aceite esencial de canela + 0,1
mL/L de tween 80 ( pH 7,38; T2 22°C), e) 500 uL/L de aceite esencial de clavo + 0,1
mL/L de tween 80 ( pH 7,33; T2 22°C). Los frutos se dejaron secar al aire.

Una vez que los frutos estaban ya secos (menos de 2 horas tras el tratamiento),

se inocularon en la zona ecuatorial por la técnica del pinchazo descrita por Andrés-
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Yeves et al. (1991). La inoculacion se realizé efectuando un pequefio pinchazo con una
aguja esteril de jeringuilla hipodérmica, no muy profundo, hasta alcanzar el albedo,
sobre la superficie del fruto (Figura 7.2.). De este modo se genera sobre el tejido vegetal
una via artificial donde penetraria el propagulo de Penicillium. De esta manera podemos
reproducir los sintomas de dicho patdgeno que necesita de heridas en la corteza del fruto
para poder ocasionar podredumbre. Por ello, es también factor importante considerar la
densidad del indculo infectivo compuesto a base de conidios suspendidos en agua
destilada esterilizada que previamente ha sido cuantificado hasta alcanzar una
concentracion de conidios de P. digitatum de 7,8x10° conidios/mL y de P. italicum
correspondiente a 8,0x10° conidios/mL, ajustadas con una cémara de recuento de tipo

Thoma y obtenidos de cultivos jovenes de cuatro dias creciendo a 26°C.

Figura 7.2. Inoculacionn en la zona ecuatorial por la técnica del pinchazo descrita por
Andrés-Yeves et al. (1991).

El punto de inoculacion fue marcado en un punto proximo con un marcador
permanente para identificar la aparicion de podredumbre con el hongo inoculado. Se
confeccionaron 3 cajas de 6 frutos por tratamiento. Los frutos se almacenaron durante
25 dias a una temperatura comprendida entre 20 y 25°C (la mayor parte del tiempo entre
22y 23°C) y una humedad relativa variable entre 50 y 97%.

Creamos un ambiente humedo colocando sobre las cajas de carton una bolsa de
polipropileno sin sellarla, para asi facilitar el intercambio de gases producidos por la
respiracion del organismo vegetal y un bote con agua en su interior (Figura 7.3.). De
esta manera, se reducen las pérdidas de peso de los frutos y se mantienen turgentes, ya

que no debemos pasar por alto que el hongo sélo coloniza el tejido vegetal con un
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determinado contenido minimo de agua libre, y una atmésfera humeda facilita la
colonizacion del hongo.

Figura 7.3. Bolsa de polipropileno y bote de agua en las cajas de carton para aumentar

la humedad relativa.

Ademés de la humedad ambiente, también es un factor importante la
temperatura. Los frutos se almacenaron a una temperatura favorable para el desarrollo
de la enfermedad. La temperatura 6ptima para el desarrollo y crecimiento de los hongos
que causan podredumbres en postcosecha ronda alrededor de los 25 °C, temperatura que
no fue dificil de conseguir dentro del laboratorio teniendo en cuenta la fecha en la que
tuvo lugar el ensayo. A esta temperatura el deterioro del fruto puede ser importante, por
lo que es un factor que no debemos menospreciar. Las temperaturas de refrigeracion
también son adecuadas pero no aconsejables salvo para desarrollos especificos. A
menor temperatura de almacenamiento, mas tarde apareceran los sintomas de
podredumbre.

Posteriormente se contabilizd el nimero de frutos podridos en el punto de
inoculacién a intervalos diarios dentro de cada bandeja, diferenciando entre frutos
blandos sin micelio, con micelio blando y con micelio esporulado (color verde o azul,

segun se tratase de P. digitatum o P. italicum, respectivamente).

7.3. Resultados y discusion

Los frutos de limén inoculados con suspensiones infectivas de P. digitatum
mostraron sintomas de podredumbre verde antes de los tres dias de almacenamiento,
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pero con incidencia y severidad variable segin el tratamiento antifungico utilizado
(Tabla 7.1). Tras los tres primeros dias, el porcentaje de frutos con sintomas de
podredumbre, pero sin afloracion de micelio, estuvo comprendido entre el 30 y el 55%,
siendo los mejores tratamientos los de imazalil y el tratamiento mixto a base de una

dosis reducida de imazalil, de aceite de clavo y canela.

Tabla 7.1. Evolucion de las podredumbres de frutos de limon tratados con distintos antifungicos
e inoculados con conidios de P. digitatum, durante su almacenamiento de 18 dias a 20-25°C y
una humedad relativa de 50-97%.

Tiempo  Tratamiento % frutos % frutos % frutos % frutos
(dias) blandos micelio micelio podridos
blanco esporulado

Control 515 39 0 94
Imazalil * 30 12 0 42
Mixto ¥ 30 0 0 30
Canela” 55 17 0 72
Clavo " 33 30 0 63
Control 0 0 94 94
Imazalil 12 0 55 67
Mixto 12 39 12 63
Canela 0 0 78 78
Clavo 0 0 72 72
Control 0 0 94 94
Imazalil 12 0 61 73
Mixto 0 12 50 62
Canela 0 0 78 78
Clavo 5 0 72 77
Control 0 0 94 94
Imazalil 12 0 61 73
Mixto 0 12 50 62
Canela 0 0 78 78
Clavo 5 0 72 77
Control 0 0 94 94
Imazalil 12 0 61 73
Mixto 0 12 50 62
Canela 0 0 78 78
Clavo 5 0 72 77
Control 5 0 95 100
Imazalil 5 18 72 95
Mixto 0 0 78 78
Canela 5 0 84 91
Clavo 0 0 78 78
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Hay que destacar que aunque el fungicida de sintesis imazalil fue aplicado a la
dosis recomendada de 0,1% de imazalil 50% [EC] p/v, en bafios de 30 segundos, los
frutos empezaron a presentar, sélo unos dias después, unas manchas de color pardo en el
flavedo que atribuimos a un dafio ocasionado por el producto quizés por aplicarlo
durante un tiempo de contacto excesivo con el fungicida (se recomienda su aplicacion
en ducha durante 30 segundos). Este fungicida control6 el desarrollo de la podredumbre
verde. Al término de los tres primeros dias, unicamente el tratamiento mixto estaba
exento de frutos con micelio, por lo que las Unicas podredumbres que presentaba este
tratamiento sélo mostraban sintomas de reblandecimiento de los frutos.

Figura 7.4. Manchas de color pardo en el flavedo del fruto, causadas por el fungicida imazalil.

A los seis dias existia esporulacion (masas de color verde en el micelio debido a
la formacién de conidios) en todos los tratamientos, siendo el tratamiento mixto el que
menos frutos coloreados presentaba (12%), mientras que en control, sin tratamiento
antifungico alguno, el 94% (Tabla 7.1.). Posteriormente, la evolucion de las
podredumbres se ralentizé y a los 18 dias el tratamiento mixto mejor6 el de imazalil que
presentd un 11% de frutos esporulados méas que el mixto. Los tratamientos de canela y
clavo arrojaron resultados muy similares y redujeron en un 16% y en un 22%
respectivamente las podredumbres esporuladas del control (94%). Al término de los 25
dias de tratamiento los tratamientos mixto y de clavo se igualaron en porcentaje de
frutos podridos (78%), mientras que el tratamiento con imazalil presenté un 17% mas
de frutos podridos (95%), superando también al tratamiento con canela (91%). Aunque
hay de destacar que el nimero de frutos esporulados fue un 6% menor en el tratamiento

con imazalil respecto al tratamiento mixto.

Los frutos inoculados con P. italicum desarrollaron las podredumbres mas

lentamente. Este hongo present6 una tasa de crecimiento mas reducida que P. digitatum,
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y es conocido que la podredumbre azul es s6lo mas importante que la verde a
temperaturas de refrigeracion (Tuset, 1987). De hecho, aunque los frutos se
almacenaron en condiciones favorables para el desarrollo de los hongos inoculados, no
se detectaron frutos blandos en todos los tratamientos hasta los 6 dias (Tabla 7.2.). A los
11 dias se empezd a apreciar frutos con micelio blanco excepto en el tratamiento mixto,
mientras que la esporulacién empez6 a ser patente a los 15 dias, curiosamente fue
superior en el tratamiento con imazalil, con el 12% de los frutos esporulados, mientras
gue en los otros tratamientos el valor fue también bastante bajo (5%) (Tabla 7.2.). Es de
destacar que no hubo ningun fruto esporulado en el tratamiento mixto, lo que indica que
este tratamiento no solo tuvo un efecto patente en el control de la podredumbre azul,
sino que controlé totalmente el desarrollo de la esporulacion y, por tanto, la posible

dispersion de la podredumbre dentro de un recinto.

Al analizar los datos conjuntamente (incidencia y severidad) a partir del indice
de Desarrollo de la Podredumbre (IDP) (Figura 7.5.), se aprecié que todos los
tratamientos antifangicos aplicados redujeron significativamente la podredumbre verde,
pero los tratamientos mixto e imazalil arrojaron los mejores resultados, especialmente el
primero que, ademas, no produjo manchas en el flavedo. Respecto al desarrollo de la
podredumbre azul, se comprobo que todos los tratamientos retardaron el desarrollo de la
podredumbre por igual antes de los 6 dias de almacenamiento, pero posteriormente la
podredumbre se dispar6 hasta niveles iguales o incluso superiores al control, este Gltimo
fue el caso del tratamiento con aceite de canela. Unicamente el tratamiento mixto
controld bastante bien el desarrollo de la podredumbre hasta los 15 dias de

almacenamiento favorable para su desarrollo (Figura 7.5.).
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Tabla 7.2. Evolucion de las podredumbres de frutos de limon tratados con distintos antifungicos
e inoculados con conidios de P. italicum, durante su almacenamiento de 18 dias a 20-25°C y
una humedad relativa de 50-97%.

Tiempo  Tratamiento % frutos % frutos % frutos % frutos
(dias) blandos micelio micelio podridos
blanco esporulado

Control 0 0 0 0
Imazalil ? 0 0 0 0
Mixto ¥ 0 0 0 0
Canela” 0 0 0 0
Clavo " 0 0 0 0
Control 30 0 0 30
Imazalil 12 0 0 12
Mixto 5 0 0 5
Canela 12 0 0 12
Clavo 5 0 0 5
Control 24 5 0 29
Imazalil 17 5 0 22
Mixto 5 0 0 5
Canela 30 5 0 35
Clavo 24 5 0 29
Control 24 5 5 34
Imazalil 12 0 12 24
Mixto 12 0 0 12
Canela 47 0 5 52
Clavo 30 0 5 35
Control 33 0 12 45
Imazalil 17 0 12 29
Mixto 39 0 0 39
Canela 39 0 12 51
Clavo 12 12 12 36
Control 22 0 28 50
Imazalil 5 0 24 29
Mixto 28 5 6 39
Canela 11 5 34 50
Clavo 11 11 22 44
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Figura 7.5. Incidencia y severidad de las podredumbres verde y azul, expresada como Indice de
Desarrollo de la Podredumbre (IDP), en limones inoculados con conidios de P. digitatum y P.
italicum respectivamente y sometidos a diferentes tratamientos antifungicos, tras su
almacenamiento durante 18 dias entre 20 y 25°C y una humedad relativa comprendida entre 50
y 97%. Las dosis de sustancias activas estan descritas en la seccién de materiales y métodos.
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Figura 7.6. Evolucion de las podredumbres verde y azul con los valores medios de incidencia y
severidad, expresada como Indice de Desarrollo de la Podredumbre (IDP), en limones
inoculados con conidios de P. digitatum y P. italicum respectivamente y sometidos a diferentes
tratamientos antifungicos, tras su almacenamiento durante 25 dias entre 20 y 25°C y una
humedad relativa comprendida entre 50 y 97%. Las dosis de sustancias activas estan descritas
en la seccion de materiales y métodos. Las barras verticales son la desviacion estandar.

7.4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos podemos concluir de la siguiente forma:

» Con respecto a P. digitatum, al término del experimento, el tratamiento mixto

mejord el de imazalil. Los tratamientos de canela y clavo arrojaron resultados
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muy similares hasta el Gltimo dia, cuando se observé un aumento de frutos
esporulados en el tratamiento con canela, un 6% superior a los frutos tratados

con clavo.

Los frutos inoculados con P. italicum desarrollaron las podredumbres mas
lentamente. No hubo ningln fruto esporulado en el tratamiento mixto hasta el
dia 25 al termino del experimento (6% de frutos esporulados), lo que indica que
este tratamiento no solo tuvo un efecto patente en el control de la podredumbre
azul, sino que control6 totalmente el desarrollo de la esporulacién y, por tanto, la

posible dispersion de la podredumbre dentro de un recinto.

Al analizar los datos conjuntamente (incidencia y severidad) a partir del Indice
de Desarrollo de la Podredumbre (IDP) se aprecié que todos los tratamientos
antifangicos aplicados redujeron significativamente la podredumbre verde, pero
los tratamientos mixto e imazalil arrojaron los mejores resultados, especialmente

el primero.

Respecto al desarrollo de la podredumbre azul, Unicamente el tratamiento mixto

controlo bastante bien el desarrollo de la podredumbre.
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Basandonos en que los extractos o esencias de plantas constituyen una
expectativa esperanzadora de futuro debido a su baja toxicidad para el medio ambiente
y a sus propiedades antifangicas y que tras los estudios realizados con la aplicacion de
aceites esenciales de canela y clavo para el control de las podredumbres verde y azul en

limon, concluimos con lo siguiente:

La eficacia de los extractos de aceites esenciales de clavo y canela sobre el
desarrollo de las podredumbres verde y azul ha sido similar, pero estos aceites se han
mostrado mas contundentes en el control de la podredumbre verde. Sin embargo, es
necesario continuar la investigacion con los extractos de aceites mas eficaces o sus
mezclas con el fin de optimizar la dosis y la forma de aplicacion, junto con la utilizacion

de mojantes adecuados.

No obstante, se debe tener en cuenta que, en algunos casos, la utilizacion de
aceites esenciales en el campo fitosanitario puede resultar complicada en razon de la
multiplicidad de perfiles fitoquimicos o polimorfismo quimico que presentan, lo que
puede influir de manera decisiva en la variabilidad de los resultados. A pesar de todo
ello, los aceites de clavo y canela han mejorado su eficacia mezclados con una dosis
muy reducida del fungicida sintético imazalil. Este ha sido el Unico tratamiento de los
ensayados en los que se ha podido garantizar un control duradero de las dos
podredumbres, mejorando significativamente el tratamiento comercial de imazalil. El
uso combinado de aceites esenciales y dosis muy reducidas de fungicidas de sintesis
permitiria producir y comercializar en un marco de Produccion Integrada y reduciria los
residuos de sustancias contaminantes logrando, al mismo tiempo, unos productos mas

saludables.
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