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|, [ Resumen/Abstract

RESUMEN

La podredumbre marrén ocasionada por las distimsisecies del moho
Monilinia (M. laxa, M. fructicolay M. fructigend causa graves pérdidas durante la
conservacion post-cosecha en frutas de hueso. lposibilidad del empleo de
fungicidas en la post-cosecha, abre las puertagsaos métodos de control, entre los
gue destaca el bioldgico o biocontrol.

En este proyecto se ha evaluado la actividad awgfiéd de enzimas excretadas
por Penicillium purpurogenumcomo las chitinasas y laB-1,3-glucanasas, que
producen la lisis del micelio ddonilinia (Melgarejo y Larena 1993; 1996). También
se ha determinado el potencial antifingico de etdsaacuosos y metandlicos y de
aceites esenciales, procedentes de frutos deleaclastos frutos de aclareo han
demostrado tener un alto contenido en compuestddides (Redondo et al., 2012) por
lo que podrian tener una actividad antimicrobiantalble. Ademas, también se ha
estudiado la capacidad fungicida frente Monilinia de una cepa bacteriana
(Paenibacillus polymyxaaislada en un andlisis microbiolégico rutinare distintas
muestras de miel, puesto que se observé como alguntanias produjeron inhibicion

del crecimiento de los mohos presentes en dichtealo.

El trabajo se ha dividido en dos partes bien difeisdas: estudios vitro para
determinar la actividad antifingica de las dissnéastancias y extractos en medios de
cultivo laboratoriales y estudia vivo donde esta actividad es evaluada sobre frutos de

hueso.

No se detectaron actividades antifungicas signifiaa ni con los extractos
acuosos y metandlicos, ni con los enzimas obterld®s purpurogenumsSin embargo,
los resultado#n vitro han demostrado cierta inhibicion del crecimiersadvd laxay M.
fructicola con algunos aceites esenciales procedentes ds fitataclareo. En el método
de difusion en agar, los halos de inhibicion olatesifueron de 12-17 mm para el aceite
esencial de melocoton, 13-35 mm para el de albguey 12-21 mm para el de cereza.
El aceite esencial de melocotén fue el que maytuwa@oén del crecimiento obtuvo con
porcentajes de inhibicion del 55-62% en medio sofddel 23,5-46,5% en medio
liquido. Sin embargo, estos resultados obtenidositro no se confirmaron en los

ensayosn vivo, donde no se consigui6 reducir el desarrollo gmtiredumbre.
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Por otra parte, la elevada actividad antifingicatnaola poP. polymyxarente
aM. laxaen el método de difusién en agar con halos déicibih de 40 mm, no se vio
confirmada por los ensayas vivo realizados sobre melocotones comerciales, donde
s6lo se aprecio un ligero retraso en el crecimiémgico en el 25% de las incisiones

practicadas.
ABSTRACT

Brown rot caused by speciesMbnilinia genus . laxa, M. fructicolaand M.
fructigeng, produces serious losses during the posthareestecvation of stone fruits.
The use of pesticides in the post-harvest phasedrallowed, so new control methods
have to be developed. Among them, the biologicatrobappears promising.

In this study we have evaluated the antifungalégtof the Iytic enzymes, such
as chitinase anfl-1,3-glucanase, produced Pgnicillium purpurogenumnthat degrade
the fungal cell wall components (Melgarejo and barel993; 1996). This activity has
also been determined in agueous and metanolicotx@@ad essential oils obtained from
fruit thinning, which have demonstrated to haveighHevel of phenolic compounds
(Redondo et al., 2012) and therefore may have abletintimicrobial effect. Also, the
antifungal activity of a bacterial straiRgenibacillus polymyxaisolated from a routine
microbiological analysis of different samples ofnkyg, has been studied as it was

observed that their colonies inhibited the growttthe molds present in that food.

This work has been divided in two different paisvitro trials to determine the
antifungal activity of the different extracts orbstances in laboratory culture media;

andin vivotrials where that activity was evaluated on stonéd.

It was not detected any antifungal activity neithxgth aqueous and metanolic
extracts, nor lytic enzymes. Howeven, vitro trials using some essential oils have

demonstrated an inhibitory effect of the growtivbflaxaandM. fructicola

In the agar diffusion method we have obtained thwing inhibition halo
diameters: 12-17 mm with peach essential oil, 13v85 apricot essential oil, and 12-
21 with cherry essential oil. The peach essentiablotained the highest antifungal

activity, with percentages of inhibition between &bd 62% on solid medium, and
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between 23,5 to 46,5% on liquid medium. Unfortulyati vivo trials did not confirm

these results, as no inhibition of brown rot waeded.

The bacterial straif®. polymyxashowed a high antifungal activity agaimdt
laxa in the agar diffusion method with an inhibition daliameter of 40 mm but, this
effect was not confirmed im vivo trials where it was observed a soft delay on the
fungal growth on the 25% of inoculations practiecedommercial peaches, but no sign

of inhibition for brown rot was appreciated.
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1. INTRODUCCION, OBJETIVOS Y DESARROLLO EXPERIMENTA L

La podredumbre marrén ocasionada por distintascesgpeel mohdvonilinia
(M. laxa M. fructigenay M. fructicola), ocasiona enormes pérdidas durante la
conservacion post-cosecha de frutos de hueso,iabpente en melocotdn, albaricoque
y nectarina. En Espafia la principal especie regd@sle la aparicion de podredumbres
es M. laxa mientras que en otros territorios, Estados Uni@&slamerica y Nueva
Zelanda, la especie predominante es M. fructicdila.embargo, en los ultimos afios se

ha detectado la presencia de esta uUltima espeeike\&aile del Ebro.

Los dafios que este moho produce en flores, brotepdgs lefiosos son poco
importantes aunque pueden conllevar un debilitaioielel arbol que conduce a una
menor produccion y en ocasiones hasta la muertendgho. Este moho coloniza los
frutos desde el envero y conforme el fruto madarawmentando su susceptibilidad a la
infeccién. Por tanto, la aparicion de la podredwends maxima durante el periodo de
conservacion y comercializacion, cuando se dandadiciones ambientales optimas de
temperatura y humedad relativa para el desarraitggito. Este hecho unido a la
imposibilidad de aplicacion de sustancias funggida la post-cosecha de frutos de
hueso hace necesaria la busqueda de métodos tiltesnde control. Entre ellos han
sido ampliamente investigados los tratamientos agua caliente solos o combinados
con bicarbonato (Casals et al., 2010; Spadoni.et28lL3) y mas recientemente con
radiofrecuencias (Casals et al., 2010; Sisqueltd.e2014), diversos aceites esenciales
obtenidos de plantas (Lazar-Baker et al., 2011;si&ldaset al., 2012), bacterias
antagonistas comBacillus subtilis(Casals et al., 2010; Yanez-Mendizabal et al.2201
Pantoea agglomeranyg Citrobacter freundii(Janisiewicz et al., 2013)., o levaduras
como Aureobasidium pullulangMari et al., 2012; Holb y Kunz, 2013). Todas ssta
estrategias estan en sintonia con la tendencialaetu el sector hortofruticola de
sustitucion de los pesticidas de sintesis por rnrigi@os naturales y que no dejen

residuos en el producto.

En este proyecto, y siguiendo estas lineas detigaesdn, se ha estudiado la

actividad antifungica frenteM. laxay M. fructicolade:

1°- Enzimas exocelulares generados por el metabolisle Penicillium

purpurogenum
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2°- Extractos acuosos y metandlicos y aceites edesmbtenidos de frutos de

aclareo
3°- La bacteria esporula®aenibacillus polymyxa

Tras realizar una extensa revision bibliograficam & objetivo de encontrar
microorganismos cuya actividad frentéManilinia estuviese cientificamente probada,
seleccionamos el moh@enicillium purpurogenuien concreto la cepa ATCC 66107.
Esta cepa fue aislada por Paloma Melgarejo e Inia@d&lLarena, dos investigadoras
del Departamento de Proteccion Vegetal del CIT-IN®S cuales demostraron que sus
extractos exo-celulares tenian actividad frenké. daxa Sus estudios confirmaron que
esta actividad se debia en gran parte a las chatsng-1,3-glucanasas excretadas y que

producian la destruccion de la pared celular dedhdas hifales d¥onilinia.

La utilizacion de extractos naturales aislados deergas plantas como
antimicrobianos también ha sido objeto de multiplesestigaciones en los ultimos
afos. En este proyecto se han empleado extractmsas y metandlicos y aceites
esenciales obtenidos de frutos del aclareo. Pddiee la premisa de que el contenido
fendlico en algunas frutas es mayor cuanto merthicérde madurez presentan (Celli et
al., 2011) es de suponer que a partir de los frotosedentes del aclareo, en los que el
desarrollo madurativo estd muy poco avanzado, geigiollegar a obtener extractos
con altos niveles de compuestos fendlicos. Estiechiea sido confirmado recientemente
en diversos estudios (Redondo et al., 2012 a,dbipaelos en el grupo de investigacion
“Alimentos de origen Vegetal” de la Universidad daragoza. Los compuestos
fendlicos o polifenoles constituyen un amplio gruple sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de las plauadiferentes estructuras quimicas
y actividades (Martinez-Valverde et al., 2000). @s Icompuestos fendlicos se les
relaciona con numerosos beneficios para la saladidd sobre todo a que pueden
actuar como antioxidantes, pero también esta deaalassu actividad antimicrobiana
(Mason y Wasserman, 1987; Scalbert, 1991).

Por ultimo, se ha testado la actividad antifungieauna cepa bacteriana aislada
en unos analisis rutinarios de miel. Las colonmgsta cepa daban lugar a fuertes halos
de inhibicion del crecimiento de las colonias deho® presentes en dicha matriz

alimentaria. Este microorganismo fue identificadomo Paenibacillus polymyxa
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especie, muy cercana filogenéticamentaaillus subtilis uno de los microrganismos
cuya actividad antibacteriana y antifingica estd ssiudiada y del que ya se disponen
productos antimicrobianos comerciales como Sererde®. Actualmente, en la
Universidad de Lleida estan trabajando con la ¢@PA-8 deBacillus subtilis cuya

actividad frente &onilinia ya estd demostrada (Yanez-Mendizabal et al. 2011)

La busqueda de una sustancia o estrategia efieatefa un moho implica una
serie de estudios de laboratorio, estudios in wtestudios sobre el propio fruto, in
vivo. Para establecer la eficacia antimicrobianaviino se seleccionaron las dos
especies dévonilinia presentes en nuestro pdi4, laxay M. fructicola aunque en
algunos de los ensayos realizados también se lehridio otros mohos causantes de
alteracion en frutas com@enicillium expansum, Rhizopus stoloniferAlternaria
alternata Los métodos in vitro incluyeron, por este ordenmétodo de difusién en
agar, la inhibiciébn del crecimiento radial en medidlido suplementado con las
sustancias a ensayar o inoculado con la cefa gelymyxay estudios de inhibicion en
medio liquido. Una vez realizada esta primera fasesustancias con mayor actividad
fueron testadas in vivo mediante inoculaciones x@mtales en melocotones

comerciales.
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2.1. LOS FRUTOS DE HUESO

2.1.1. Clasificacién botanica y origen.

En Espafia como bien sabemos, predomina el climéaamateo en gran parte de su
territorio, con inviernos suaves y veranos calusodbstas condiciones climaticas
permiten una agricultura a gran escala. Los pralegpcultivos en nuestro pais son el
olivo, cebada, trigo, remolacha azucarera, maiat@s centeno, avena, arroz, tomates
y cebollas (MAGRAMA 2012). Los frutales en Espa@mbién tienen una elevada
importancia, ademas de para el autoconsumo, pazanakrcio exterior, porque gran

parte de la produccion es exportada.

Las llamadas frutas de hueso son aquellas queeoentien su interior un hueso,
como pueden ser el melocoton, la nectarina, elriatiipue, la cereza, la ciruela o el
paraguayo. Los frutales donde se desarrollan, K&atu en climas moderados y la

maduracion se produce en verano y en otofio.

Practicamente, todos los frutales de hueso tieaani$ma clasificacion botanica,

diferenciandose a nivel de especie:

Reino:Plantae
Division: Magnoliophyta
ClaseMagnoliopsida
OrdenRosales
FamiliaRosaceae
Subfamilisdmygdaloideae
TribuAmygdaleae
Géner®runus

Especie:

La tabla 2.1 muestra las especies de los prinaptildales de hueso y su

nombre binomial:
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FRUTAL NOMBRE CIENTIFICO
Melocotonero Prunus persica (L.) Batsch
Nectarino Prunus persicaar. nectarina (L.)
Albaricoquero Prunus armeniaca (L.)
Cerezo Prunus avium (L.)
Ciruelo Prunus domestica (L.)

Tabla 2.1: Especies y nombres cientifico de los principaletafes de hueso

En cuanto al origen de los

frutales, todos provienen del continente L

asiatico. El melocotonero (Imagen 2.1) y 1(
nectarino son originarios de China, de {
donde pasaron a Persia, de aqui a G .
y después a toda Europa durante la Ed
Media por medio de los griegos y |q§

romanos. (Falder Rivero, 2003).

El albaricoquero parece s€
originario del Turkestan chino. S

cultivo comenz6 en China, desde don

se expandi6 a Asia central, Irdn, As

Imagen 2.1 Melocotonero en flor

menor, Armenia y Siria (Crossa-Raynau.

y Audergon, 1987). A Europa llego en el siglo |.afocedente de Armenia a través de
Grecia e ltalia (Rodrigo y Herrero, 2000). El cereg ciruelo sin embargo, son
originarios de Persia, de donde llegaron a Grecse extendieron por toda Europa.
(Falder Rivero, 2003).

Todas las drupas producidas por los frutales meadias, estan caracterizados
por tener un hueso en su interior. Las diferencisisales entre unas y otras estan en la
forma, color y aspecto de la piel. Los melocotopdas nectarinas proceden de la
misma especie, siendo estas Ultimas, una mutaeitmah caracterizada por la ausencia
de tomentosidad en la piel del fruto. Los albanmsjson similares a los melocotones,

pero de tamafio mas pequefo y de color amarilldidgpanaranjado. Las ciruelas son

10
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redondeadas u ovales y presentan colores amaritjos, o violaceos. Las cerezas son
las mas pequefias y son drupas de color rojo negyugesentan formas redondeadas o

acorazonadas.

2.1.2. Produccién anual y superficie cultivada.

Los principales frutos de hueso cultivados en magstis son el melocotén, la
nectarina, el albaricoque, la cereza y el ciruAl@ontinuacion se detallan datos, para
cada uno de ellos, en cuanto a extension y prodlucoundial y el lugar que ocupa en
Espafa (FAO, 2011).

Melocotonero v nectarino

En cuanto al area de melocotoneros y nectarinds/agibs en 2011, hay una
extension mundial de870.562 ha. donde cabe destacar China con 767a84&uido
de Italia (88.580 ha.) y Espafa (81.500 ha.). Ladpecion mundial en 2011 fue de
21.528.690 t., donde China acapara el 53% con 8B62 t., seguido de lItalia
(1.636.750 t.) y Espafia (1.335.600 t.).

Albaricoquero

La superficie mundial cultivada de albaricoqueno2@11 es de 485.747 ha., de
las cuales 59.696 ha. pertenecen a Turquia, segardaan (50.177 ha.) y Uzbekistan
(36.500 ha.). Espafia se situa en 8° lugar conxteagon de 18.727 ha.

En cuanto a produccion, son los tres mismos paddsegue estan al frente al
igual que en la extension. Con una produccién nalrtdial de 3.834.475 t., destaca
Turquia con 676.138 t, seguido de Iran y Uzbekjstédn producciones de 452.988 t. y
356.000 t., respectivamente. Espafia ocupa el p@88toon una produccion de 86.889
t.

Cerezo

La superficie mundial cultivada de cerezos en 2864Xe 380.674 ha., de las
cuales 45.246 pertenecen a Turquia, 34.326 pedrreeEEUU y 30.207 se encuentran

en ltalia. Espafia ocupa el 5° lugar con una exierde cerezos de 24.933 ha.

11
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En cuanto a la produccion, es similar a la extens@d cuanto a paises
destacados, con la Unica diferencia que Iran, oeli88 lugar en detrimento de Italia.
La produccion mundial es de 2.240.491 t. Turquiel gsincipal productor con 438.550
t, seguido por EEUU (303.363 t..) e Iran (241.11)7 Espafia ocupa el 5° lugar con una
produccion de 101.729 t..

Ciruelo

En cuanto al ciruelo, la superficie mundial ocupadea este frutal en el afo
2011 asciende a 2.495.351 ha. La mayor concentral@@este cultivo se encuentra en
China, Serbia y Bosnia con unas extensiones d2.850 ha, 168.000 hay 78.176 ha.,
respectivamente. Espafa ocupa el 15° lugar co8h4. cultivadas.

Respecto a la produccion en 2011, de un total 8591707 t producidas a nivel
mundial, nuevamente China es el principal productor5.873.656 t, seguido de Serbia
(581.874 t) y Rumania (573.596 t). Espafia ocup@f @éligar con una producciéon de
230.656 t.

2.1.2.1. En Espafia

En Espafia el frutal de hueso mas cultivado es éao@nero (incluido el
nectarino) con 81.500 ha. en 2011, seguido poerglzo con 25.000 ha y por ultimo, y
muy parecidos entre si, estan el albaricoquero girgklo con cerca de 20.000 ha.
(FAO, 2011).(Gréafica 2.1).

Comparandolo con otros frutales de elevada impoidagn nuestro pais, como
es el caso del naranjo, manzano y peral, tenemmelquaranjo es el mas cultivado con
una superficie de 153.000 ha, seguido por el man#ah.500 ha) y el peral (27.000
ha).

12
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Gréfica 2.1: Evolucion de la superficie cultivada de los pnrades frutales de hueso en Espafia. Afios
2001-2011.

Como podemos observar en la gréafica 2.1, la tena@mccuanto a la superficie
cultivada en los ultimos 10 afios no ha sufrido deanvariaciones. El cultivo de cerezo
ha descendido ligeramente y si que se ha obsemadocremento en la superficie

cultivada del melocotonero.

En cuanto a la produccion, el melocotén y la newason las frutas de hueso
mas producidas con 1.335.600 toneladas en el afib AO, 2011).Las siguientes
son las ciruelas con una cantidad de 230.656 t yijno estan las cerezas (101.729 t)

y albaricoques (86.889).
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Grafica 2.2: Evolucion de la produccion de los principalesdtes de hueso en Espafia. Afios 2001-2011.

Al igual que con la superficie cultivada, observangme la produccion en los
altimos 10 afios se mantiene practicamente congtanéealbaricoque, cereza y ciruela
y si que se ha incrementado ligeramente la prodocde melocotdn y nectarina,
especialmente en el afio 2011 (Grafica 2.2).

En cuanto a las exportaciones de frutas de huedespafia a otros paises, la
fruta mas exportada es el melocotén, seguido deuala, el albaricoque y la cereza
(Grafica 2.3).

Exportaciones
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Grafica 2.3: Evolucion de las exportaciones de las principéletas de hueso en Espafia. Afios 2000-
2010.
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En cuanto a las importaciones, cabe destacar leiente importacion de
melocoton en los udltimos 10 afios, siendo ésta b@svenayor que en el afio 2000
(Gréafica 2.4)

Importaciones
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Gréfica 2.4: Importaciones de las principales frutas de heesBspafna. Afios 2000-2010.

Dentro de Espafa, hay 6 comunidades autonomasegtecen sobre las demas
en cuanto a superficie cultivada de frutales destug produccion: Aragon,
Extremadura, Comunidad Valenciana, Catalufia, MuEciremadura y Andalucia.

Catalufia, Aragon y Murcia son las mayores prodastade melocoton vy
nectarina con un 74% de la produccion total de fspBn el caso del albaricoque, las
comunidades con mayor produccion son Murcia, CodathiValenciana y Aragon.
Respecto a la cereza, las mas productoras sonntadtea, Aragon y Cataluiia. Por
altimo, la produccion de ciruela esta repartidaeel#s tres grandes productoras que son
Extremadura, Andalucia y Murcia (MAPA 2010).

Como vemos, Aragon ocupa un buen lugar en la poddiucle la mayoria de los
frutos de hueso.

2.1.2.2 En Aragon

La superficie dedicada al cultivo de los frutaleshdieso en Aragén supera las
27.500 ha., de las que casi 18.000 son de melogaté@ctarina. El siguiente cultivo en
importancia es el cerezo, con mas de 7.000 haa(¥adal, 2012), seguido a mucha

distancia por el albaricoquero y el ciruelo con m&4.000 ha cada uno.

15
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La produccion de los principales frutales de hugsel afio 2011 se detalla en la
tabla 2.2, junto con la produccion total de Espgfed porcentaje que ocupa Aragon

respecto al total, segun datos del Ministerio deichffura, Pesca y Alimentacion

(MAPA), 2011.

PRODUCCION (t.) Aragoén Espafia %
Cerezo 21.034 101.729 20,67
Melocotén y
_ 284.539 1.335.600 21,30
Nectarina
Albaricoque 5.522 86.889 6,35
Ciruela 7.518 230.656 3,26

Tabla 2.2 Produccidn en toneladas de los principales frdeobueso en Aragon.

16
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2.2. LA MONILIOSIS O PODREDUMBRE MARRON EN LOS FRUT ALES DE
HUESO

La podredumbre marrén, es una de las enfermedadssimportantes que
afectan a los frutales de hueso y también a otidalés de pepita como manzano o
peral. Esta podredumbre estd ocasionada por dstaspecies del moldonilinia y se
encuentra presente en todas las zonas de cultiesd#istintos frutales de hueso. En
afos con climatologia favorable para el desariad#lomoho, éste puede afectar al 80%
de los frutos (Ahmadi et al., 1999; Larena et2005).

La sintomatologia de esta enfermedad en el arhdblfr(lmagen 2.2), se
caracteriza por la marchitez de yemas y brotes)atha en ramas y momificado de las
frutas (Heaton, 1972; Ogawa y col. 1995; De Calglddrejo, 2000).

Imagen 2.2: Frutos momificados (a y b), gomosis en chancrpy (@erezas afectadas (d) pdonilinia
spp.Fuentes: www.elrancaguino.cl, Servicio Agricola y Ganadgrdniversity of Delaware, College of

Agriculture & Natural Resources.
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2.2.1. El génerdMonilinia. Caracteristicas culturales y microscopicas

La podredumbre y el momificado de los frutales deso est4 causada por dos
especies del géneMonilinia: M. laxay M. fructicola La clasificacion déonilinia ha
variado en los ultimos afios en funcion del propgenego o de las distintas
clasificaciones de los hongos. Actualmente, sigloea Ericsson (2006), podemos

clasificar taxondmicamente a estos mohos de lassigpimanera:

Dominio: Eucariotas
Reino:Fungi
Filo: Ascomycota
Subfilo:Pezizomycotina
Claseleotiomycetes
Subclasé&eotiomycetidae
Ordertielotiales
FamiligSclerotiniaceae
Génerdonilinia

Especie:

El género Monilinia, inicialmente se consideré comblonilia y estaba
caracterizado por conidioforos y conidios monilf@s. Desde el momento que se

conoci6 su fase sexual, el género pas6 a denoraiktansilinia.

Dentro del GMonilinia, se contemplan cuatro especiis:laxa, M. fructicola

M. fructigenay M. polystromasiendo esta ultima la menos comun de las cuatro.

Monilinia fructicola (G. Winter) Honey: El estado anamorfo, o formaxasé
presenta hifas primarias con una o varias ramificess antes del primer septo,
formadas en cadenas, con la espora mas jovenadl fios conidios son elipsoidales,
ovoides o alimonados y miden de 8-25 x 5¢itf. El micelio es hialino con aspecto

grisaceo en masa, con abundante esporulacion decctema.

Monilinia laxa (Aderhold & Ruhl.) Honey ex WhetzeMpnilinia laxa (Ehrenb.)

Sacc.): El anamorfo, o forma asexual, presenta igelim hialino, y al envejecer forma
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una costra estroméatica grisacea. Los macroconifionadas en la reproduccion
asexual son elipsoidales, ovoides o alimonadogn&orcadenas cortas y miden 5-23 x

4-16 um (Imagen 2.3).

Imagen 2.3 Macrocoinidos d/. laxavistas al microscopio (1000 X)

Monilinia fructigena (Aderhold & Ruhl.)) Honey ex WhetzelMpnilinia
fructigenaPers.): El anamorfo tiene también micelio hialinalyenvejecer forma una
costra oscura. Los macroconidios son también etlpkes, ovoides o alimonados y
miden de 12-34 x 6-1mum. Se encuentran en cadenas ramificadas, agrupadas

esporodoquios de color blanco crema a pardo.
En la imagen 2.4 se muestran las tres especi®éodédinia mas importantes. Para

facilitar su diferenciacion, en la tabla 2.3 seogEn algunas caracteristicas macro y

microscopicas.
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Imagen 2.4 Especies d&lonilinia crecidas sobre PDA. laxa (A), M. fructicola (B), M. fructigena
(C). Fuente Pests And Diseases Image Library (PADIL)
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Tabla 2.3 Pautas para diferenciar las distintas especiddaélinia crecidas sobre medio PDA a 22° C.

Fuente: Pests And Diseases Image Library (PADIL)

Color de la

colonia

Avellana-grisaceo

Avellana-grisace

(0]

Blanquecinorae

Diametro
crecimiento

en 24 horas

2-11 mm

9-20 mm

0-12 mm

Esporulacion

Escasa

Abundante

Escasa

Anillos
concéntricos

de esporas

No

Si

A veces

Patrén de
crecimiento
en forma de

roseton

Si

Muy rara vez

No

Dimensién de los

conidios

5-23 x 4-16um

8-25 x 5-1qum

12-34 x 6-1um

Ramificacion del
tubo

germinativo

Ramificacion cerca

de las conidias

Tubo germinativo

no ramificado

Tubo germinativo
largo antes de

ramificar

2.2.2. La podredumbre marrén

Las cuatro especies d#onilinia pueden persistir en los frutos caidos en el suelo
0 en los que han sido atacados y contintan mordde&n el arbol. Sus conidios son
dispersados por el viento, la lluvia y/o los insscttontaminando los frutos sanos. Este
hecho hace que una vez se presenta la enfermedis @nboles frutales, sea muy

dificil de eliminar.

Como ya hemos resefado, los frutos de hueso abscpedsentan podredumbres

de color gris-marrén, de forma circular, que saydpcidas por grupos de conidios.
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De las cuatro especidd, laxaes la que mas problemas suele dar en el momento
de la floracion. La infeccion se suele iniciar esteeproceso de floracion y se suele
manifestar antes de la recoleccion. En el momeetta dioracion, los organos florales
mas sensibles a la enfermedad son el estambreestigma. Si ademas se dan unas
condiciones de humedad del 80% o superiores, ltadogéy sépalos son rapidamente
invadidos por el hongo. Después, el hongo peneatrdas ramas mas pequefias,
produciendo un chancro de forma eliptica con unsivagdormacion de gomosis que
avanza paulatinamente. Los brotes y las yemasfagtan generalmente a partir de las

flores o de otros brotes infectados (Imagen 2.5).

Imagen 2.5:Brote infectado poMonilinia spp.

Fuente: www.plantwise.com

Los frutos colonizados presentan una podredumbrerémaque los invade
rapidamente, apareciendo en su superficie una palvarulenta de tonalidad gris o

beige y manteniéndose en el arbol durante todmébdgImagen 2.6)
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Imagen 2.6:Fruto momificado en el arbol (a) y nectarina addatpomMonilinia (b)
Fuente: Servicio Agricola y Ganadero (SAG)

M. laxa se mantiene en invierno en forma de micelio veiyet&n los chancros
y 6rganos momificados. Sobre estos 6rganos congalminse producen en abundancia
las conidias durante el invierno y las primaverasié&das, siempre que la temperatura
supere los 10° C. Se producen nuevas esporas kmbrejidos muertos, que se
extienden a otros brotes, tallos y frutos. Si lalena infectada no se poda, los chancros
son una fuente de inéculo, puesto que son capaeegederar una abundante

esporulacion durante varios afos.

El fruto puede ser contaminado en cualquier momeetsu desarrollo, pero
normalmente, en estadios inmaduros, es mas rdsistdés enfermedad, por la presencia
de sustancias naturales inhibidoras, que van desagado con la madurez (Smith et
al., 1992; Ogawa et al., 1995; De Cal y Usall, 30@®»nforme el fruto va madurando,
la susceptibilidad a la infeccién va aumentanddehispost-cosecha, que es cuando se
dan las condiciones 6ptimas para el crecimientaradio, siendo necesarias solamente
de 3 a 5 horas a 20° C y humedades relativas elsvadra provocar una grave
infeccion. Ademas, si hay alguna pequefia heriddaesuperficie del fruto, por
mindscula que sea, la contaminacion progresa m@aslardente. El fruto puede
descomponerse completamente al cabo de unos diasfritos que se mantienen
suspendidos en el arbol pierden humedad y se artugasformandose en una momia;

ésta puede caer al suelo y persistir asi durast® deas afios (Agrios, 1999).
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2.2.3. La moniliosis en Espafia y en el mundo (péd#s, distribucion, especies...)

La moniliosis es la enfermedad que produce los slafids cuantiosos en la
postcosecha de los frutales de hueso cuando ladicmomes climaticas le son
favorables. También afecta, aunque en menor medlida, frutales de pepita.

Las temperaturas entre 22 y 25° C son las éptiraes g desarrollo del hongo.
El rango varia entre los 4 y los 30° C, lo queigaiica que las infecciones a flores o
frutos se inhiban con temperaturas fuera de eggordfor otra parte, la presencia de
agua en las flores, frutos y ramas ya sea por dgllavia, humedad del ambiente o por
el riego, favorece enormemente el desarrollo dehonden el Valle del Ebro, por

ejemplo, es muy facil encontrar estas condiciones.

M. laxa(Aderhold & Ruhland) Honey M. fructigenaHoney son las especies de
Monilinia que causan la podredumbre marréon en Espdfidaxa es la especie mas
importante (85-90% de los aislados de podredumbr&uwtos) (Sampayo y Palazon,
1977; Larena et al., 2005), mientras que el 10-i&8tante lo caudsl. fructigena La
distribucién mundial deM. laxa se extiende por toda Europa, Marruecos, paises de
Oriente Préximo, La India, China, Jap6n, zona NaeeEEUU y algunos paises de
Sudameérica como Brasil, Argentina y Chile. (plastyi2011)

La figura 2.1, muestra un mapa de distribucionadesipeciéV. laxa aunque no
resulta muy fiable puesto que no aparecen zonadeddeberia indicar su presencia.

Figura 2.1: Mapa de distribucion de la espeble laxa Fuente: www.discoverlife.org
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M. fructicola se puede encontrar como especie causal predomirtntla
podredumbre marréon en Australia, Sudafrica, JaBépyblica de Corea, India y todo el
continente americano. En Europa se encuentra elista A2 de organismos en
cuarentenaM. fructicolafue encontrada en Europa por primera vez en 2800Erancia
(Lichou et al., 2002), declarandose posteriormentéustria (NPPO of Austria, 2002),
Republica Checa (Duchoslavova et al., 2007) y engrla y Suiza en frutos importados
desde Espana e Italia (Bosshard et al., 2006; ¢2gtet al., 2006).

Figura 2.2: Mapa de distribucion dil. fructicola. Fuente: CABI/EPPO, 2010.
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Respecto 8. fructigenase ha encontraden el sur y oeste de Europa, en los paises
de la antigua Unidn Soviética, en paises del QGgi@mndximo, la India, en el Norte de

Africa y por dltimo también en el continente asiéti La figura 2.3 muestra su

distribucion.

® = Present, no further details @ = Widespread @ = Localised
@ = Confined and subject to quarantine ©& = Occasional or few reports
@ = Evidence of pathogen @& = Last reported... @ = Presence unconfirmed

@ = See regional map for distribution within the country

Figura 2.3: Mapa de distribucion dé. fructigena.
Fuentewww.cabi.org

26



Hio 2. Revision bibliogréafica
2.3. ESTRATEGIAS PARA REDUCIR LA INCIDENCIA PRE-
COSECHA Y POST-COSECHA DEMONILINIA.

2.3.1. Estrategias pre-cosecha

2.3.1.1. Précticas culturales

Para tratar de reducir la incidencia de las podrdmtas porMonilinia en
frutales de hueso se llevan a cabo practicas aldgjrque tratan ante todo de evitar su
propagacion; entre ellos se encuentran la retided@utos podridos, la poda de madera

infectada y la limpieza del suelo alrededor dedltmles y de la parcela afectada.

La enfermedad se propaga por la produccion de iesnidn los tejidos
infectados. Ademas de atacar frutos, también forotemcros en los brotes o en las
ramas, y si no se podan las ramas infectadas Hel, 4os chancros pueden seguir
desarrollandose durante afos, aumentando de esta & tamafio de la herida y siendo

un punto de entrada para otros patogenos.

Como précticas culturales también podemos destacananejo cuidadoso
durante la cosecha para evitar traumatismos y deerh los frutos. Como ya hemos
mencionado antes, cualquier herida en el frutorpimiscula que sea, puede facilitar

enormemente el desarrollo de la enfermedad.

2.3.1.2. Fungicidas

Otra estrategia para reducir la incidencia de ldrgdumbre marron es la
aplicacion de fungicidas. Aunque es la mas efediiveagen 2.7), hay cada vez mas
rechazo por parte de los consumidores y de las atiwas legales a la aplicacion de
estas sustancias en alimentos. Sin embargo, caondbatbdredumbre marrén sin el uso
de estas sustancias es practicamente imposibleeciabpente en afios con

pluviometrias elevadas.
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Imagen 2.7.Melocotones procedentes de un arboles no tratediosfungicidas (izquierda) y tratados
(derecha) (Cortesia de D.F. Ritchie).

Segun la Direccion General de Tecnologia Agrari®062, en otofio,
coincidiendo con la caida de las hojas, y en semprevias a la floracion, se deben
efectuar pulverizaciones con compuestos cupricasjue es una buena medida, capaz
de reducir la carga fungica de la parcela. En prers también se debe efectuar un
tratamiento preventivo poco antes de la aperturdaderimera flor; si la floracion
coincide con lluvias frecuentes debe hacerse upsanaplicacion cuando empiecen a
caer los pétalos. De igual modo, en las cuatro sasnanteriores a la recoleccién deben
efectuarse aplicaciones con fungicidas solo sirsdygen lluvias. Es fundamental que
estas intervenciones se realicen lo antes posiefe, cuanto las condiciones
climatolégicas lo permitan. Parece fuera de todtadjue, si en los momentos de mayor
sensibilidad, las condiciones climaticas favoreekudesarrollo de la enfermedad, los

tratamientos fitosanitarios atenuaran los dafias, pe los anularan.

Segun el Centro de Proteccidon Vegetal de Aragon2R0en melocotonero,
nectarina y albaricoquero, las pérdidas en la dioratambién llegan a ser importantes
si las lluvias acomparfan a este estado fenol6gicdos Ultimos afios se ha detectado la
presencia d&l. fructicolaen algunos municipios del valle del Cinca y dgbBaragon.
Los tratamientos se centran en las semanas praviagecoleccion, y si es preciso,

durante la floracion.
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Un problema importante en el control quimicoMenilinia es la aparicion de
resistencias a los fungicidas penetrantes y sist@miPara evitarlo es necesario no
utilizar de forma consecutiva fungicidas del mismodo de accion, seleccionando
materias activas de diferente grupo. Otra opcidémtescalar un fungicida de contacto
entre dos penetrantes o sistémicos, yaMomilinia no es capaz de generar resistencias

a fungicidas de contacto.

Entendemos como fungicida de contacto aquél quéaasblamente en la
superficie de la planta evitando que las esporasigen y penetren en las células. Es

un fungicida protector y preventivo y debe aplieaaistes de que lleguen las esporas.

Los fungicidas sistémicos y penetrantes son, aetiféa de los de contacto,
aquellos que acceden al interior de la planta. Asrd@oaplican para el tratamiento de la
planta ya enferma, y son absorbidos a través dleida de las raices. La diferencia
entre unos y otros es su capacidad de moverse entegior de la planta. Los
penetrantes tienen muy poca movilidad, mientrasdagisistémicos se mueven por toda

la planta.

Recopilando informacién de la Direccion Generalldenologia Agraria (2006),
del Boletin Fitosanitario (2012) y del Centro detBccidon Vegetal de Aragén (2012),
las materias activas recomendadas a emplear eropeeha contra el géneavtonilinia,

se recogen en la tabla 2.4.
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Materia activa y Plazo de seguridad .
. f Observaciones
modo de accion (dias)
Clp_rogon_azol 14 No autorizado en almendro
(sistémico)
(?5:2[221'2(')) 7 No autorizado en ciruelo y
cerezo.
Ciprodinil + fludioxonil 7 i
(sistémico + contacto)
Difenoconazol 7 Sélo esta autorizado SCORE 25
(sistémico) EC- Syngenta
Fenbuconazol 3 No autorizado en ciruelo y
(sistémico) cerezo
Fenhexamida
(contacto) 1 -
Tebuconazol 7 Sélo autorizadas formulaciones
(sistémico) 20 EWy 25 WG.
. 14 para ciruelo
Iprodiona 3 para albaricoquero, cerezo i
(penetrante) P q ' y

melocotonero
14 para ciruelo

3 para albaricoquero y No autorizado en cerezo.
melocotonero.

Metil-tiofanato
(sistémico)

Tabla 2.4 Fungicidas permitidos contMonilinia spp. en frutales de hueso

En Estados Unidos, donde la aplicacion post-coselghalgunos productos
fitosanitarios si que esta permitida, se utilizays dstrategias para combatir esta
infeccidn. Una consiste en aplicar fungicidas estpsecha que previenen la activacion
de las infecciones latentes y/o protegen la fgaté a infecciones posteriores y otra en
tratar los frutos tras la cosecha con fungicidabaje impacto como fenhexamida 6
fludioxonil (Forster et al., 2007). Estos fungigdade bajo impacto no son muy nocivos
para el medio ambiente, son muy especificos paamiroorganismos objetivo y
ademas tienen bajo potencial de contaminaciongled del subsuelo y de las personas.
Se puede utilizar satisfactoriamente para el cbai@da podredumbre marrén con un
programa de aplicaciones en afos de lluvias no moyndantes. Estudios de
Adaskaveg et al., (2006) demostraron que estosididiag aplicados de 1 a 14 dias
antes de la cosecha fueron efectivos contra laepodnbre marron, e incluso

protegieron la fruta de las infecciones duranteolsecha. Si ademas se combinan estos
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tratamientos con practicas tales como rotacionesimgicidas con distintos modos de
accion o mezclas de los mismos, la efectividad @gom En estos estudios se comprobo
la actividad antifungica de fungicidas de bajo intpaaplicados en la precosecha tales
como fenhexamida, ciprodinil, pirimetanil, una mazde boscalida y piraclostrobina y
dos fungicidas convencionales, propiconazol y tebazol, en melocotones vy
nectarinas. Todos los fungicidas evaluados, rednjsignificativamente la incidencia

de la pudricion (Gréfica 2.5).

Contro| MEIEEE————- | |

Boscalid/pyraclostrobin h:

Fenhexamid hc bk

Cyprodinil hb
b

pC

Pyrimethanil b
| hc _ _
Propiconazole c I Fed Diamond nectarine
Elegant Lady peach
Tebuconazole (¢
C
0 10 20 30 40 50

Incidence of brown rot decay (%)

Grafica 2.5: Porcentaje de incidencia de la podredumbre maimads la aplicacion pre-cosecha de
diferentes fungicidas (Adaskaveg et al., 2006)

En post-cosecha estudiaron la actividad antifindeastos fungicidas frente a
la podredumbre marrén, la gris causada Botritys cinereay la podredumbre por
Rhizopusde dos maneras distintas: A) inocular esporasibiar durante 14 horas a 20°
C, tratar con dichos fungicidas e incubar de nwelaomisma temperatura; B) tratar con
fungicidas, inocular las esporas e incubar a 20°8.tratamientos que mostraron una
excelente actividad antifungica fueron Fenhexamilascalida + Piraclostrobina,
Pirimetalina y Fludioxonil. Estos fungicidas fueraftamente eficaces previniendo la
podredumbre inoculada a través de heridas realzawldos frutos. Los que produjeron
un efecto antifingico similar a fungicidas conveneiles y prohibidos hoy en dia en

EEUU (lprodiona) fueron la mezcla de boscalidaragostrobina y fludioxonil.
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El fludioxonil es un fungicida comercializado agui Espafia bajo el nombre de
Scholar 230 SC. Es un fungicida de contacto, deliangspectro, utilizado con el
objetivo de controlar hongos fitopatdgenos causadie enfermedades o pudriciones

que afecten a la fruta durante el almacenaje gfsporte a los mercados de destino.

El Ministerio de Agricultura ha autorizado desdelede Junio y hasta el 30 de
Septiembre, el formulado fludioxonil 23% p/v comandicida para tratamientos en
centrales hortofructicolas de cerezas, ciruelas glocotones, especialmente para
aquellas partidas con destino a mercados de ultrahh@nso et al.(2010), estudiaron
este fungicida en el control de enfermedades fasgin cerezas como las causadas por
Botrytis cinerea, Penicillium expansum Rhizopus stolonifer Como resultados,
obtuvieron que los tratamientos con este fungidigeron eficaces en el control de las
infecciones post-cosecha en cerezas producidadopotres primeros. Ademas, el
aumento de la dosis del tratamiento del fungicidaidxonil aumenta su eficacia,
siendo recomendable concentraciones de 150-20D.cc/h

2.3.2. Estrategias post-cosecha para el control teepodredumbre marréon

Ya hemos indicado que el uso de fungicidas tienegmem numero de
limitaciones e inconvenientes: leyes cada vez nségces, rechazo social debido a
problemas toxicologicos que afectan tanto a pessamamo al medio ambiente y
limitaciones bioldgicas por la resistencia que oetu Ademas, los consumidores
demandan cada vez con mas frecuencia alimentososegaturales y libres de residuos

0 sustancias quimicas.

Es por ello que muchas de las investigaciones gulanente se estan llevando
a cabo buscan alternativas a estos tratamientoshddupaises han reducido la
tolerancia de residuos de plaguicidas, ejerciemdsi@n a los productores de frutas para
gue intenten evitar su aplicacion, con lo que aelapresas de plaguicidas les interesa
orientar su produccién hacia los llamados biofudgie. Algunos de estos fungicidas
estan constituidos por agentes microbianos antsigenidel patégeno a eliminar

(antagonismo microbiano) y otros son de naturdiskza o0 quimica.

Muchas han sido las investigaciones en este sewdid@mbargo, la mayoria de

las estrategias utilizadas no consiguen evitainaiate la aparicion de la infeccion.
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Repasamos a continuacion algunas de las estrategissstudiadas dividiéndolas en
métodos fisicos, quimicos y bioldgicos.

2.3.2.1. Métodos fisicos

Radiacion Ultravioleta (UV)

Como ya hemos resefiado la industria alimentarizebusievos métodos de
control no quimico para las podredumbres de frutiagrtalizas. Entre ellos, uno de los
mas destacados es el uso de radiaciones ultrasgoled radiacion ultravioleta (UV) es
el principal agente responsable de la accion aotohiana de la luz solar. La longitud
de onda de mayor poder germicida es de 260 nmctiaraletal depende del tiempo de
exposiciéon, de la intensidad de la luz y del tipo mdicroorganismo (procariota o

eucariota).

El mecanismo de accion de la luz ultravioleta nd etaro pero parece ser un
efecto letal indirecto debido a la generacion dedydo de hidrégeno, ozono o a la
produccion de distintos cambios bioquimicos y figigimicos en los componentes
celulares. La luz UV de longitudes de onda ent@®2%0 nm penetraria a través de las
membranas plasmaticas y dafiaria el ADN (formaceditheros de timina) evitando la
replicacién celular. Asimismo, el efecto germicjplaede deberse a la degradacion de
las paredes celulares que ocasionaria la muettiacel

Ademas, en frutas y hortalizas se ha sefialadonelepto relativamente reciente
de “efecto hermético” de la luz ultravioleta (UV-254 nm) como responsable de la
induccién de resistencia frente a las podredumposs-cosecha por el aumento de la
produccion de fitoalexinas y de la prolongacionlaleida atil por retraso del proceso

madurativo.

La reduccion de la incidencia de podredumbres derahalmacenamiento de
cebollas y patatas fue una de las primeras ref@a®®en las que se evaluaba la accion
antifingica de la luz UV (Lu et al., 1988). En fsitcitricas, por ejemplo, la aplicacién
de radiaciones UV potencia los mecanismos de egsist ante el patogerienicillium
digitatum La dosis de UV requerida para observar este fenonvaria entre 1,6 y 8

kJ/nf. (Droby et al., 1993). Incluso dosis bajas dell inducen la resistencia ante
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patdgenos microbianos en productos como zanahndago y pimiento (Terry et al.,
2004)

Actualmente la luz ultravioleta se aplica para tapilizacion del agua en
plantas depuradoras de moluscos, para el ablandt@nde carnes, la maduracion de
quesos, la prevencion de crecimiento fungico exupeerficie de productos de panaderia,
la purificacion del aire en plantas embotelladorstablecimientos de procesado y
manipulacion de alimentos y en las cubas de edositientre otros usos en la industria

alimentaria.

Agua caliente

A pesar de las dificultades que entrafia el trataimi@cuoso de las frutas
(calidad higiénica del agua, secado posterior,...)Juso ya es habitual en algunas
centrales hortofruticolas. Dentro de los tratanoierque se pueden aplicar destaca el
uso de agua caliente. La utilizacion del agua etdiba sido ampliamente estudiada en
multitud de productos hortofruticolas, tanto pamaibir el desarrollo de podredumbres
postcosecha (Barkai-Golan and Phillips 1991; Lur#98; Margosan et al., 1997;
Couey, 1989), como para aumentar la resistenc@gimas frutas al dafio por el frio
durante la conservacién (Rodov et al., 1995). &famiento de pimientos con agua
caliente a 53° C durante 4 minutos y su posteramservacion en plasticos de
polietileno a 8° C redujo la incidencia de podretres y mantuvo las caracteristicas
organolépticas durante 28 dias (Gonzalez-Aguilaal.et1998). En manzanas Golden
Delicious el pretratamiento con agua caliente disiyg la severidad de las
podredumbres causadaasr B. cinereay P. expansun(Fallik . 1996; Klein et al., 1997,
Lurie et al., 1998). En citricos, el desarrollo résistencia a los fungicidas utilizados
habitualmente (imazalil, tiabendazol y sodio oniféenato) erPenicillium digitatumy
Penicillium italicum ha potenciado la busqueda de tratamientos aliessacomo el
agua caliente sola o combinada con carbonato de sedacarbonato de sodio (Palou et
al., 2001).

La aplicacion de agua caliente en melocotones yariras ha resultado muy
efectiva para inactivar esporasMenilinia y RhizopugSommer et al., 1967). También
podemos citar estudios recientes como los de Spadaal. (2013), que evaluan la

capacidad del agua caliente para inhMonilinia spp. en frutas como melocotones y
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nectarinas infectadas de forma natural. Con unademtura de 55° C y una exposicion
de 1 minuto, consiguieron inhibir completamentgdaminacion de esporas y, en lineas

generales, controlaron la enfermedad un 78%.

Radiofrecuencias/ Microondas

El calentamiento por radiofrecuencia/microondasuiye la interaccion directa
entre la energia cedida por la radiofrecuencissyptapiedades dieléctricas de la fruta.
En estos tratamientos el aumento de la temperaitema de la fruta es mucho mas
rapido que en los tratamientos convencionales da agliente. De este modo ademas,
si la infeccion poMonilinia spp. permanece de forma latente en el interiofrded, se

puede eliminar de forma mas eficaz (Casals, e2@10)

Para la correcta aplicacion de esta tecnologiabitamhay que tener en cuenta

las dimensiones de la fruta y el medio que la r¢Be#a et al., 2008).

Como ejemplos de aplicaciones de radiofrecuencidemos citar trabajos
recientes de Sisquella et al. (2013 y 2014, petalida publicacion), en los que someten
melocotones y nectarinas artificialmente inoculacas diferentes concentraciones de
esporas d#l. fructicola La radiofrecuencia se aplicé con una frecueneid@12 MHz
y detectaron inhibicion de la podredumbre con tobiss tiempos de exposicion y
temperaturas ensayadas, siendo el mas eficaz 4|5deninutos a 40° C. En frutas
contaminadas con esporasMenilia de forma natural, la infeccion fue reducida de un

92 % a un 26% en melocotones y en un 100% en neagar

2.3.2.2. Métodos quimicos
Etanol

Otra sustancia utilizada en el tratamiento posécioa de frutas y hortalizas ha
sido el etanol, especialmente para disminuir ladfadicidad de la piel de frutas y
hortalizas, mejorando la eficacia del lavado cama;lpero su uso se restringe por sus
efectos sobre las propiedades organolépticas daonuymroductos (Adams et al., 1989;

Zhang and Farber, 1996). Los alcoholes son liquikicsloros, inflamables, miscibles
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en agua y disolventes de numerosos compuestosi@rgarentre los alcoholes, los que
tienen una evidente actividad antimicrobiana saetaiol y el isopropanol.

Aungue no se sabe bien cudl es el mecanismo dé@nadeilos alcoholes, se cree,
por su incremento de eficacia en presencia de agwacausan dafio en la membrana y
desnaturalizan rapidamente las proteinas que igvtenf con el metabolismo y la lisis
celular (McDonell and Russell, 1999). La preserdta@tandlica mas efectiva frente a
los microorganismos es al 70%, puesto que tieneslavada capacidad de penetracion,
ejerciendo la accion en el interior de la céluimpidiendo la actividad enzimatica. Si el
porcentaje es superior se evidencia una deshidvatan la célula que actia como
preventivo de la penetracion del producto en driat de la célula, disminuyendo su

efecto antimicrobiano.

Galan (2003) establece un tiempo de contacto denbtas para que el etanol al
70% pueda ser efectivo. Himathongkham et al. (199@)zan un método para
desinfectar huevos inoculados c8almonella enteriditisque consiste en sumergirlos
en una solucion de etanol al 75% durante 5 minsw®ficacia resulto ser del 100%.

Asimismo, Guo et al., (2001) utilizan etanol 70%ahie 2 minutos en tomates frescos.

En melocotones y nectarinas, Margosan et al. (1@fican etanol al 10% vy al
20% durante distintos periodos de tiempo (1 a &itos) y a temperaturas de 46 y 50°
C para optimizar el tratamiento. Estos investigasiGeleccionan los tratamientos de
etanol 10 % a 50° C durante 2,5 minutos y etan® a016° C durante 1,5 minutos para

el control deM. fructicolay R. stolonifer

Por tanto, el etanol es reconocido como un clantbidor de mohos (Legan,
1993). Este efecto fungicida se puede obtener medaplicacion directa del producto
en solucion, o bien mediante la utilizacion de vapoya que Dao et al. (2008)
comprueban que ambos procedimientos son validoa paactivar conidios de
Penicillium chrysogenuni. digitatum y P. italicum LukSiene et al. (2007) estudian el
empleo de soluciones de etanol como tratamientessodéaminantes de semillas de
trigo y Gangneux et al., (2004) comprueban la efecdel etanol 70% en superficies de

frutas y pimienta negra contaminadas éspergillus fumigatus
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También, Bouix et al., (2002) sefialan la actividedimicrobiana que puede
ejercer el etanol frente a bacterias Gram positiv&ram negativas, asi como ante

esporas, mohos y levaduras.

Acido peracético

Diveros estudios han utilizado el acido peracétiomo sustancia quimica para
el control de la podredumbre marron. Recientemediszjuella et al. (2013), testaron
este acido a concentraciones de 200 mg/L juntcagom caliente a 40° C durante 40 s.
Como resultados, obtuvieron que la podredumbr@seataba al 100% cuando la fruta
era tratada al mismo tiempo que inoculada. Sin egahzuando la fruta era inoculada
24, 48 6 72 horas antes, no consiguieron contlalagnfermedadEn melocotones
contaminados de forma natural, la infeccion se jee@m un 61% para melocotones

“Roig d"Albesa” y en un 36%, para melocotones “Flat

Aceites esenciales

Ademas de los compuestos quimicos ya citados, poglémluir dentro de este
tipo de control, sustancias quimicas presentesmieaf natural en algunos elementos de
la naturaleza que nos rodea. Es conocido el usaceies esenciales procedentes de
hierbas aromaticas como compuestos antifUngicostosEaceites son metabolitos
secundarios, mezclas de componentes volatiles, nteyamente terpenos y sus
derivados oxigenados, producidos en pequefias ade8dpor muchas especies de
plantas como mecanismo quimico de defensa frem@ceoorganismos e insectos

fitopatégenos (Rosenthal y Jansen, 1979).

Estos aceites se han utilizado como agentes sahte& y odorizantes en las
industrias farmaceéuticas, cosmeéticas y alimentayig®r sus propiedades trapéuticas y
curativas en la medicina tradicional y en la araregiia. Sin embargo, fueron su
caracter antiséptico y su accion conservante lapigntades conocidas y las mas
ampliamente estudiadas. Las investigaciones endagtecion han logrado identificar
los componentes de un mismo extracto. El componesgponsable de la actividad
antimicrobiana se encuentra generalmente en l@idramleica. Los fenoles son los
componentes de aceites esenciales con mayor actiaictimicrobiana y dentro de este
grupo destacan el timol y el eugenol. Por ejemplocomponente responsable de la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de ego la alicina (2-propenil-2-
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propenetiol sulfinato), que presenta actividadusaola concentraciones tan bajas como
1:85000 (Cavallito y Bailey, 1944). Los componenteslos aceites esenciales en los
que se ha detectado mayor actividad antimicrobiaeafrandonos sobretodo en la
actividad antifingica, han sido el timol, el citral eugenol, el cineol, la vanilina, el

carvacrol y el cinamalehido.

Lazar-Baker et al. (2011) evaluaron la actividahte a M. fructicolade varios
aceites esenciales obtenidos del mirto limnBackhousia citriodorg corteza de canela,
(Cinnamomum zeylanicymorégano Qriganum vulgarg tomillo (Thymus vulgaris
clavo (Eugenia caryophyllata valeriana Valeriana officinali3 y arbol del té
australiano Melaleuca alternifolia. El aceite esencial del mirto limén fue el mas
efectivo de todos los aceites testados consiguiendtrolar el crecimiento del micelio

a bajas concentraciones (200-500L.)

Las investigaciones de Caccioni et al., (1994) naatmn la inhibicion de la
germinacion y del crecimiento de hongos patdogemoka goost-cosecha con diferentes
compuestos de aceites esenciales. Como resulthtioji@ron que el componente mas
efectivo fue el carvacrol; a concentraciones de p@B, inhibid por completo el
crecimiento miceliar deBotrytis cinerea M. laxa, Mucor piriformis, Penicillium
digitatum, , Penicillium expansum Rhizopus stoloniferAdemas también inhibié la

germinacion de esporas Nk laxa, M. piriformisy R. stolonifer

Por otro lado, Neri et al. (2007) investigaron etemcial antifungico de los
componentes volatiles de 9 plantas frenké. d&axa Los ensayos vitro mostraron que
los mejores resultados se obtuvieron con el tranex2nal y el carvacrol. La
concentracion minima inhibitoria del primero fue H&3 uL/L, mientras que la del
segundo fue de 6,fiL/L. Los ensayosn vivo confirmaron que el componente mas
efectivo era el trans-2-hexenal con inhibicionegeédeaninacion de esporas del 46,2% e
inhibiciones del crecimiento miceliar del 80,3%gentras que la eficacia fue menor para
el carvacrol con 40 y 39,2% respectivamente.

En sintonia con esta linea de investigacion el Gdglnvestigacion “Alimentos
de Origen Vegetal” de la Universidad de Zaragozadtadiado la composicién quimica
de extractos procedentes de frutos de aclareoa$ié pdemas de la premisa de que el

contenido fendlico en algunas frutas es mayor cuargnor es su indice de madurez
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(Celli y col. 2011); es de suponer por tanto quéosrirutos procedentes del aclareo, en
los que el desarrollo madurativo esta poco avanzselencuentran altos niveles de
estos compuestos. En las frutas, los compuestadides o polifenoles son muy
importantes y constituyen un amplio grupo de swusdsnquimicas, con diferentes
estructuras quimicas y actividades (Martinez-Valeeet al. 2000). Quimicamente
poseen un anillo bencénico (con uno o mas grupdiio) que incluyen ademas,
derivados funcionales como ésteres, metil ésteliefsidos, etc. (Martinez-Navarrete
et al. 2008). Es por ello que su clasificacion ey mompleja debido al gran nimero de
compuestos que la forman, dividiéndose en difesegtapos: fenoles simples, acidos

benzoicos, acidos cinamicos, flavonoides, etc.

Todos ellos estan relacionados con la calidad sehste los alimentos de
origen vegetal; son los responsables del coloriedeas frutas, de la formacién de
quinonas durante la reaccion de pardeamiento etizonde la astringencia y el sabor
amargo que presentan muchas frutas antes de alcalngeado de madurez 6ptimo
(Martinez-Valverde et al. 2000). También se lesaaieha con numerosos beneficios
para la salud, debido sobre todo a que pueden ractoio antioxidantes y

antimicrobianos.

Asi, el estragon y el tomillo contienen acido cadeique es efectivo frente a
virus, bacterias y hongos (Duke 1985). El catecoélypirogalol son dos fenoles
hidroxilados que han mostrado ser toxicos pararlmsoorganismos. El catecol tiene
dos grupos OH vy el pirogalol tres; el lugar y elmaiio de grupos hidroxilo en el anillo
fendlico parece ser que esta relacionado con laitlax, en el sentido de que a mayor
hidroxilacion mayor poder antimicrobiano. Ademagualos autores han demostrado
gue cuanto mas oxidado esta el fenol mayor actividlaibitoria posee (Scalbert 1991).
Los flavonoides son también sustancias fendlicdeokiladas que se presentan con un
grupo G-Csz unido a un anillo aromatico y que se sintetizanlan plantas como
respuesta a una invasion microbiana (fitoalexinag)es sorprendente que posean un
amplio espectro de actividad antimicrobiana. Derdeo este grupo de flavonoides
merecen especial mencion las catequinas, presented té verde y que han sido
ampliamente estudiados debido a que desde hagectisensabe que esta infusion posee
actividad antimicrobiana (Toda et al., 1989). Estagequinas poseen actividad
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antibacterianan vitro frente aStreptococccus mutar{Sakanaka y col. 1992Yibrio
choleraeO1 (Borris 1996) yBhigella(Vijaya y col. 1995) entre otras.

2.3.2.3. Control biolégico

El control bioldgico consiste en el control de plagenfermedades y malezas
gue mediante el uso de organismos vivos antagdnionsel caso de las frutas, el
biocontrol consiste limitar, reducir o inhibir elrecimiento de microorganismos
patogenos Yy alterantes utilizando otros microosgans que actien como antagonistas;
la accion antagonica puede deberse a procesostitdosis y lisis enzimatica, a la
competencia por el espacio o por los nutrientdas anteracciones biolégicas directas
con el patégeno, por ejemplo microparasitismoslaoiaduccién de resistencia.

Principales microorganismos utilizados en biocdntro

Las investigaciones de los ultimos 20 afios se leatrado en la busqueda y
aplicacion de agentes microbianos efectivos frarltes principales enfermedades post-
cosecha de la fruta. Sin embargo, pocos de ellossit lo suficientemente eficaces

como para crear un producto comercial.

Los productos que se encuentran disponibles eneetatio actualmente para
combatir distintas enfermedades en distintos fruigsneralmente protegidos por
patentes), son los formulados a base de los sigsiemcroorganismos:

a) Bacterias:

-Pseudomonas syringan el control de podredumbre en citricos, ceranaszanas y

peras (Janisiewicz et al., 2002).

-Pantoea aglomerangqara la podredumbre de citricos y frutas de pdpitmes et al.,
2002; Plaza et al., 2004; Cafiamas et al., 2008a).

-Bacillus subtilisfrente aM. fructicolaen melocotén (Pusey y Wilson, 1984).
b) Levaduras:

- Aureobasidium pullulansontra podredumbres de citricos, uva, fresasadrde pepita
y de hueso (Kurtzman et al. 2001).
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-Candida oleophilafrente aP. expansuny B. cinereaen manzan y pera. (Wisniewski
et al., 1995).

-Candida sake€CPA-1, para enfermedades de frutas de pepita (Vifias,et%8; Usall
et al., 2001).

Mecanismos de accién del antagonista en biocontrol

Resulta complicado determinar con exactitud losamisenos que intervienen en
las interacciones entre los antagonistas y logypatis sobre la planta. Ademas no suele
darse unicamente un mecanismo de accion, sino aelep concurrir varios,
reduciendo asi las posibilidades de crear resiste8e han descrito varios modos de
accion de los antagonistas para controlar el dadkade patdgenos sobre frutas (Cook
and Baker, 1983):

° Antibiosis

Se refiere a la produccion por parte de un micramiggno de sustancias toxicas
para otros microorganismos. Es deseable que labi@sii no sea el principal
mecanismo de accién de un antagonista, puestoegigte riesgo de la aparicion de
resistencias. Un claro ejemplo de este tipo destersiia fue la aparicion de cepas de
Agrobacterium tumesfaciengcausante de la agalla de la corona de las p)antas
resistentes al Agrosin 84, un antibiético producmty una cepa dégrobacterium
radiobacter(Campbell, 1989). Sin embargo, la eficacia dentibeosis como método de
control comparada con el uso de agroguimicos,dagho que desear, puesto que no se
puede comprar la liberacion de una sustancia daestarobiana con el uso masivo de

agroquimicos.
. Competencia

Otro de los posibles mecanismos de accion antagd@scla competencia. Se
puede definir competencia como el desigual compuoetato de dos 0 mas organismos
ante un mismo requerimiento, siempre y cuandoilizadion del mismo por uno de los
microorganismos reduzca la cantidad disponible pEsalemas. Si hay exceso de un
elemento, no hay competencia. La competencia nrasic@s por nutrientes, oxigeno o

espacio.
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. Interaccién directa con el patdogeno

Existen dos tipos de interacciones directas eag@htagonistas y los patdégenos

(parasitismo y predacion).

El parasitismo se refiere al hecho de que un migausmo parasite a otro.
Consiste en la utilizacion del patégeno como alim@or su antagonista. Generalmente
se ven implicadas las enzimas extracelulares tala® quitinasas, celulasg$;l,3-
glucanasas y proteasas que lisan las paredes dhiféss conidios o filamentos
miceliares (Melgarejo 1989, Ulhoa 1996). El ejempiés claro lo encontramos en el
presente proyecto. Testaremos las enzimas produpiePenicillium purpurogenum

frente a mohos patdégenos como del géhrailinia.

En el caso de la predacion, el antagonista se @iare@n materia organica entre
la cual se encuentra ocasionalmente el patdgeroetmdios mas conocidos citan la
presencia de amebas en suelos con potencial ajitifjias cuales se alimentan de las
hifas de hongos patdgenos entre otras fuentesnderab (Campbell, 1989)

° Induccién de resistencia

A lo largo de su existencia, las plantas han dekatio mecanismos de defensa
muy poderosos contra sus invasores. Estos son meewEn bioquimicos, fisicos o
estructurales de resistencia. Se ha demostradalgueas levaduras utilizadas para el
biocontrol de patdégenos de post-cosecha ademasnaigetir por espacio y nutrientes,
son capaces de inducir resistencia en la plantaesral caso d@ichia guillermondii
(US-7), la cual ha mostrado ser inductora de lalygroion de fitoalexinas en frutos
citricos (Wilson et al., 1994).

Como ventajas del biocontrol podemos citar lasisigas:

e Complejo modo de accién y bajo riesgo de desard#lcesistencia. No solo
interviene un mecanismo de accién, sino que sois/dns que actuan frente a un

patdgeno, con lo que es mas dificil que se desamnesistencia frente al antagonista.

e Reduccion o eliminacion de residuos quimicos. Lreslpctos del biocontrol

son el futuro proximo para el control de plagasfgenedades.
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e Seguridad para los trabajadores y el medio ambié&iitaso de agentes de
biocontrol reduciria la exposicion por parte detladajadores a los toxicos quimicos.
Ademas son biodegradables, no dejan residuos cungicio contaminan ni el medio

ambiente, ni el agua de los campos.
Aunque también debemos resefar algunas desventajas:

e Requieren un especial manejo, supervision y ung sB¥ restricciones.
Algunos agentes de biocontrol no pueden ser mezgladn otros fungicidas porque
éstos, podrian matar al agente biolégico empleAdemas a la hora de aplicar el
agente de biocontrol, hay que saber cuando hagqarEsto que los microorganismos
antagonistas empleados, deben ser aplicados amtesiiemo tiempo que el patdogeno
para ser eficaz. Esto, reduce la viabilidad dedgsntes en almacenes o plantas de

envasado.

e Eficacia. Los informes de eficacia son variadosogtadictorios, en gran
parte, porque los usuarios esperan poder utilimaproducto de biocontrol como si

fuera un quimico, sin considerar sus limitaciones.

e Estabilidad. Algunos agentes de biocontrol no pceduesporas y consisten
s6lo en células bacterianas o micelios fungicospmo resultado la vida atil de un

producto de biocontrol no podria equipararse aradyzto quimico.

Acabamos de ver las limitaciones del biocontrol eéncontrol de plagas y
enfermedades. Sin embargo, la efectividad de esaiamientos aumenta si se
combinan con otros métodos. Se han desarrolladeratis estudios para conocer la
eficiencia biolégica de los antagonistas; por ejemal analizar el comportamiento de
cuatro levaduras antagonistagri¢hosporon pullulans, Cryprtococcus laurentii,
Rhodotorula glutinisy Pichia membranefaciehsse encontré que fueron efectivas
contra importantes patégenos post-cosecha danadternata, P. expansum, B. cinerea
y R. stoloniferen cerezas almacenadas a 25° C. Sin embargasatbajperaturas y en
condiciones de atmdsfera controlada se suprimicredlimiento deT. pullulansy P.
membranefacien@in et al., 2004). Pero también se ha enconteh@decto inverso, ya

que en estudios realizados en melocotones paraokontas podredumbres causadas
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por B. cinereay P. expansumcon el antagonist€andida oleophilase puso de
manifiesto que esta levadura por si sola no guazcde ejercer un efecto notable de
biocontrol, pero que cuando se combinaba con agrasfmodificadas se reducia la

incidencia de podredumbres (Karabulut y Baykal 200

Todo esto nos indica que las combinaciones posildes distintos
microorganismos con otros métodos de control sory mumerosas y hay que

profundizar en su estudio.

Como ejemplos de biocontrol podemos citar varioSci@pbs que hacen
referencia a la cepa CPA-8 @&acillus subtilisaislada de la superficie de nectarinas
como agente de biocontrol de la podredumbre malfénez-Medizabal et al., (2012)
utilizaron compuestos producidos pr subtilisy descubiertos por Ongena y Jaques
(2008), los lipopéptidos (fengicinas, iturinas yfaatinas), como antagonistas frente a

la podredumbre marrén y con resultados muy positivo

Estudios de Casals et al., (2010), también proaamien la utilizacién de la
cepa CPA-8 daéacillus subtilis del agua caliente y del bicarbonato de sodio como
agentes de control de la podredumbre marron encoteloes y nectarinas. En primer
lugar estudiaron cada método por separado obtemiesdesultados mas eficaces (agua
caliente 60° C / 40 s, bicarbonato de sodio 2% k40B. subtilisa 10 ufc/mL).
Diferentes combinaciones de estos tres métodosorfugestadas en los frutos
contaminados de forma artificial cdn. laxa. EI mejor resultado lo obtuvieron con el
uso de agua caliente, y posterior aplicacion dmfm microbiana. Solamente el 8% de
las frutas tratadas con esta combinacion se infectan comparacion con el control
(84%), CPA-8 (52%) vy la utilizacion exclusiva deuagaliente (24%).

Otros estudios tratan de integrar varios métodosoaérol. Asi, Holb y Kunz
(2013) combinan hidréxido de cobre y sulfuro de aah la levaduraAureobasidium
pullulans, como agente de biocontrol, para combatir la padrdme marrén causada
por Monilinia spp. en una plantacion organica de cerezas. Cosutiagos, obtuvieron
que los tratamientos cof. pullulanscombinados con sulfuro de cal e hidroxido de
cobre, aplicados tres veces durante la floraciei®roh menos efectivos que un
fungicida convencional (vinclozolin + penconaz@®)n embargo, los tratamientos con

A. pullulanscontrolaron significativamente mejor la enfermedae los arboles control
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no tratados y ademas, se observaron mejoras endiimiento del cultivo en 2 de los 3

afnos que dur6 el ensayo.

También se han hecho estudios testando microorgasipresentes de forma
natural en la superficie de los frutos frentie.afructicola (Janisiewicz et al., 2013). En
la superficie de las ciruelas, los compuestos cagomactividad antifingica fueron
identificados como Pantoea agglomeransy Citrobacter freundii ambos
microorganismos pertenecientes a laBrterobacteriaceaeEn la superficie de las
nectarinas, las mas eficaces fuefryptococcus Magnus, Sporidiobolus pararoseus,

Aureobasidium pullulang Rhodotorulasp.nov.

La utilizacién de las cepas L1 y L8 de la levadAraeobasidium pullulans
como agente de biocontrol frentd@nilinia spp. fue estudiada por Mari et al., (2012),
obteniendo inhibicion total frenteM. laxay M. fructicolay un 70% (cepa L1) - 90%
(cepa L2) de inhibiciéon frenteM. fructigena.

Gongcalves et al., 2010 estudiaron el control deoldredumbre marron causada
por M. fructicola y R. stolonifer mediante la aplicacion de cera de carnauba
(Copernicia pruniferq, un tipo de palmera brasilefia. En aplicaciones vivo
consiguieron inhibir en gran medida la germinaai@nesporas con aplicaciones de la

cera a concentraciones del 9%.
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3.1. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE _ENZIMAS PROCEDENTES
DE PENICILLIUM PURPUROGENUM FRENTE A MONILINIA
LAXA Y MONILINIA FRUCTICOLA.

En numerosos estudios se ha observado la destnudeitas hifas d&onilinia
laxa en presencia dBenicillium purpurogenuniMelgarejo et al., 1985; Melgarejo et
al., 1986; Melgarejo y Sagasta, 1986). Investigasoposteriores mostraron que la
actividad antifangica d@. purpurogenunprocedia de enzimas como la quitinasa y la
B-1,3-glucanasa, detectadas en los filtrados ddivouldurante la autolisis d@.
purpurogenum (Larena y Melgarejo, 1993). Esta actividad enzicaatde P.
purpurogenunvaria segun el sustrato nutritivo empleado, pajue el objetivo de este
ensayo ha sido evaluar distintos sustratos pamrrditar cual era el que generaba
mayor produccion de enzimas. Los sustratos utitigadan sido: pared celular de
diferentes especies de mohos, tres tipos de laméngiglucosa.

La laminarina es un polimero de glucosa, extraEl@atjaLaminarina digitata
Entre sus caracteristicas, destaca la de sertifafante, pudiendo emplearse también
como potenciador de las defensas naturales dddatap. Larena y Melgarejo en sus
articulos la emplean como sustrato sustitutivo alglucosa en medio liquido para

potenciar la actividad enzimatica Bepurpurogenum

3.1.1. Obtencién de los extractos enzimaticos

Para la realizacibn de esta parte del experimergal,han seguido las
instrucciones recogidas por Larena y Melgarejo 8192996) donde citan que enzimas
producidos pofP. purpurogenumcomo lap-1,3-glucanasa y la quitinasa, causan la
inhibicion de M. laxa Se han introducido sin embargo, algunas modificeas en

cuanto a los sustratos inductores de dicha acthwedaimatica.

3.1.1.1. Microorganismos utilizados

Microorganismo productor de enzimas exocelulares

Como microorganismo productor de extractos enzouoatiexocelulares se

utilizé la cepaPenicillium purpurogenunATCC 66107, aislada por Melgarejo et al.,
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(1985). Esta cepa fue suministrada por LGC Starsd@rdddington, Middlesex, Reino
Unido) y aislada de la filosfera de ramas de metowero de una finca experimental en
Madrid.

Microorganismos fitopatégenos

En este estudio se han utilizado 5 cepas fitopasgeertenecientes a 4
géneros: Monilinia laxa, Monilinia fructicola Penicillium expansum Alternaria
alternata y Rhizopus stoloniferSe han incluido por tanto otras cuatro especeées d

mohos también reconocidos patégenos en la postitaske frutas de hueso.

La cepa deMonilinia laxa fue aislada de nectarinas infectadas por el Gdgpo

Investigacion en Alimentos de Origen Vegetal d&éversidad de Zaragoza.

La cepa deMonilinia fructicola ATCC 44557 fue aislada de nectarina en
California (EEUU) y suministrada por LGC Standards.

La cepa dePenicillium expansunCECT 20140 procedia de manzanas y fue
suministrada por la Coleccion Espafiola de Cultiviago (CECT). La cepa de
Alternaria alternata CECT 2662, aislada de tomate, también fue sumaiatpor la
Colecciéon Espariola de Cultivos Tigopor ultimo la cepa d&hizopusstolonifer fue
aislada de melocotones afectados de podredumbrelp@rupo de Investigacién en
Alimentos de Origen Vegetal. Todas estas cepagms@raron para su crecimiento en
placas con agar patata-dextrosa (PDAerck, Darmstadt, Alemania) se incubaron
durante 7 dias en oscuridad a 25° C y se mantuv@ardubos con el mismo medio a 4°

C hasta su uso.

Obtencidn de suspensiones esporales

En cada tubo PDA que contenia las cepas fungiexsdes se afiadieron 5 mL
de agua destilada estéril, con un 0,05% de Tweenp8&teriormente se raspo la
superficie con asa de siembra estéril para semranicelio y las esporas de su
superficie y se homogeniz6 el tubo en vortex. Atiooracion el liquido era filtrado a
través de 4 capas de gasa estéril. El nUmero deasspor mL se realizé por recuento
microscépico directo depositando {0 de la suspensién en una superficie de T cm

delimitado en un porta y contando el nimero de rasppresentes en 20 campos. En
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todos los casos se ajustd la suspension para ohteaeconcentracion aproximada de
10° esporas/mL.

3.1.1.2. Preparacion de la pared celular

Los extractos de micelio fungico se prepararonréirpie cultivos en tubos con
PDA deM. laxa, M. fructicola P. expansumA. alternatay R. stolonifer Para ello se
obtuvieron suspensiones esporales de cada mohdta diferencia, en este caso, de que
a cada tubo de PDA, se le afladieron 5 mL de cadtlmtgzdextrosa (PDB) estéril, en
vez de agua destilada. Tras el recuento, se afiadié de la suspensiéon de esporas a un
matraz con 50 mL conteniendo PDB estéril. Los ncasae incubaron a 23° C durante
10 dias en oscuridad y sin agitacion. Para recegenicelio crecido se filtro el
contenido de los matraces con papel Whatman nfandm posteriormente con agua
destilada. El papel de filtro se colocé en el iotede una placa de Petri y se congeld
durante 12 horas a -20° C. Transcurrido este pegedseparo6 el micelio endurecido del
papel Whatman y se molié en un mortero. Este nagablido se deposité en un tubo
de centrifuga con 30 mL de agua destilada estéel sometio a ultrasonidos (35 Khz /
3 min a intervalos de 1 min) para romper la paretlilar. Después se someti6é a
centrifugacion (1000 g / 10 min / 4° C), se elimegiésobrenadante y se afiadieron 30
mL de acetona. Se volvidé a centrifugar en las msse@ndiciones y se elimind de
nuevo el sobrenadante. Este lavado con agua diestilacetona se repitio 10 veces ya

gue su objetivo era eliminar todo el contenidopatiiematico presente en la muestra.

La ausencia de contenido citoplasmatico se detérmmrediante examen
microscopico con tincidon de Coomassie (90 mL dietn0,0585 g azul de Coomassie
+ 30 mL metanol + 50 mL agua destilada + 10 mL @edético). Debido a que en el
articulo de Larena y Melgarejo (1996) no se especituantos lavados deberian
efectuarse, tuvimos dificultades en determinar dodee habia eliminado todo el
contenido citoplasmatico, ya que después de diadts aun se observaban restos

fungicos tefiidos de azul.

Finalmente, las paredes celulares lavadas se sdtasta peso constante a 60° C
(aproximadamente 6 h). Se moli6é el micelio secaerntero y molino hasta convertirlo
en polvo y se almacend en tubos de centrifugaCahifsta su uso.

49



‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

H e 3. Material y métodos

3.1.1.3. Induccion de la actividag-1,3-glucanasa dé. purpurogenum

Para la induccion de la actividggtl,3-glucanasa dé. purpurogenumse
utilizaron los siguientes sustratos:

o Paredes celulares en polvo obtenido a partirMielaxa M. fructicola P.

expansumA. alternatay R. stolonifer(epigrafe 2.1.1.2)

0 Laminarina del alghaminaria digitata(Sigma-Aldrich, ref. L9634)

0 Alga deshidratada deaminaria ochroleucdadquirida en El Corte Inglés)

o Extracto de laminarina en polvo suministrado partgpresa Arvensis Agro S.A.

0 Glucosa como control.

En tubo de PDA inclinado con cultivo &e purpurogenunse adicionaron 6 mL
de Mineral Medium (MM) estéripreparado por nosotros (Arie Geerlof — Helmholtz
Center Munich) (Tabla 3.1); posteriormente la sfigierdel agar fue raspada con un
asa de siembra para separar el micelio y las esp@ras homogeneizar el tubo en
vortex se filtré el liquido a través de 4 capagydsa estéril y se realiz6 el recuento del
namero de esporas mediante microscopio. En todss ckisos se obtuvo una

concentracién de f@sporas/mL.

COMPOSICION POR LITRO DE
MINERAL MEDIUM
Reactivo Cantidad
Agua destilada 867 mL
Solucion de sales M9 100 mL
IM MgSQO, 1mL
1M CaCb 0,3mL
Biotina 1mL
Tiamina 1mL
Solucién de oligoelementds 10 mL

Tabla 3.1 Composicién por litro de MM.

La composicion original del MM, lleva también 20 rdke glucosa al 20%. Sin
embargo no fue afadido al medio, ya que lo querstemqia era que las soluciones
enzimaticas utilizaran los distintos extractos segono la glucosa como fuente de

carbono.
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En matraces de 100 mL conteniendo 20 mL de MM iestérafadieron los
extractos secos obtenidos de las paredes celyldeetaminarina del algé. digitata
hasta obtener una concentracion final de 0,5 mg/Bri.el caso dd.. ochroleuca
deshidratada y del extracto de laminarina obterpda Arvensis Agro S.A. se
prepararon concentraciones de 5, 25 y 50 mg/miglleosa se empleé como control a
una concentracion de 0,5 mg/mL. A continuaciénaacadtraz se inoculé con 1 mL de
la suspension de esporasRlgpurpurogenumse agito hasta disolver el extracto seco y
se incubd en agitacion (50 rpm) durante 10 dia8°aC2 Transcurrido este periodo de
incubacién se filtré el contenido de los matracdsmaés de papel Whatman n°l y se
guardaron en tubos de centrifuga a 4° C, finaliaaasi la obtencion de las soluciones

enzimaticas.

3.1.1.4. Purificaciéon de la suspensién enzimatich25% con (NH,).SO,

El objetivo de este paso fue purificar las solueenziméticas obtenidas en el
paso anterior, mediante la utilizacion de sulfagoagnonio (NH),SO,. El sulfato de
amonio se emplea como floculante y ademas, comeoeactivo de purificacion de

proteinas ya que precipita las solubles.

Un volumen de 10 mL de las soluciones enzimatid#enidas a partir de la
glucosa,M. laxa M. fructicola laminarina (Sigma-Aldrich)l.. ochroleucay extracto
de laminarina (Arvensis Agro S.A.) se ajustd al 988 saturacion con (NSO,
(Larena y Melgarejo, 1996). Se adicionaron 7,29eg(MH,;).SO, a los 10 mL de
solucién enzimética y se homogeneizaron en Vibran{@00 rpm) durante 2 h a 4° C.
Seguidamente se centrifugd a 15.000 g durante 20 and® C. Se elimino el
sobrenadante y se suspendio el pellet en agudadesgstéril agitando de nuevo en
Vibromatic (300 rpm) durante 2 h a 4° C. Finalmesgerolvié a centrifugar a 30.000 g
durante 20 min a 4° C. Las soluciones o los pefistobtenidos se conservaron a 4° C

hasta su uso.

3.1.2. Actividad antifiingicain vitro en medio sélido

En este capitulo se testd la capacidad de los oestgmienzimaticos obtenidos
anteriormente para la inhibicion dé. laxa in vitra Ademas, también se evaluo6 el

potencial inhibitorio de estos extractos frentd.dructicola, P. expansum, A. alternata
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y R. stolonifempero s6lo en medio sélido. Para ello, se empledébddo de difusion en
agar.

3.1.2.1 Método de difusion en agar

Este método consiste en depositar un disco deosel@stéril impregnado con la
solucién enzimética en una placa de agar PDA preafige inoculada superficialmente
con las esporas del moho a testar. Se trata deétwdoncualitativo que determina la
sensibilidad de un microorganismo ante una deteairsustancia y concentracion. En
funcién de esta sensibilidad el microorganismo kesifcca como resistente, poco
sensible, medianamente sensible o sensible (Davi&arish, 1989) (figura 3.1).

. Resistente

. Poco sensible

. Medianamente sensible
. Sensible

B A

Figura 3.1 Tipos de inhibicién que se pueden detectar canébdo de difusién en agar

En la figura 3.2, se representa el protocolo segaidla realizacion del método

de difusién en agar.

52



H e 3. Material y métodos
Inoculacion Placa de Petri
superficial del /
Microorganismo a | |
testar \ !

\\‘ Medio agarado
(PDA)
Incubacion Disco de celulosa
aerohica ( O L5 impregnado con la
10 dias / 25° C sustancia
antifingica
Halo de
inhibicion
gt Crecimiento
{. ¥ O] "~ 1 famgico

Figura 3.2 Desarrollo esquematico del método de difusiéagar.

Se testo la actividad antimicrobiana frentd.daxa M. fructicola P. expansum
A. alternatay R. stolonifercon las soluciones enzimaticas obtenidas a phatglucosa,
M. laxa, M. fructicola P. expansumA. alternatay R. stolonifer laminarina .. digitata,
Sigma-Aldrich),L. ochroleucadeshidratadgy extracto de laminarina (Arvensis Agro
S.A)) sin purificary saturadas al 95% con (NHSO,.

Se prepard una suspension esporal de cada une dmlws a testar.

Las placas de PDA se inocularon con la suspensaesgdoras depositando 0,2
mL en el centro de la placa en el casdvddéaxay M. fructicolay 0,1 mL para el resto
de mohos. Por la misma razon anteriormente expusestadecidié en el caso de
Monilinia aumentar el volumen del in6culo. Finalmente seaobn tres o cuatro

discos de celulosa estériles por placa impregndddss soluciones enzimaticas. Las
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placas se incubaron en posicion invertida y enbéess durante 10 dias a 25° C

(Imagen 3.3).

Imagen 3.3 Placas de PDA inoculadas cigh laxay con los discos de celulosa impregnados
en las soluciones enzimaticas.

3.1.2.2 Método del agar enriquecido con adicion dmluciones enzimaticas

El agar enriquecido, consiste en afiadir al medicutteso agarado los nutrientes
necesarios para posibilitar el crecimiento de agrhicroorganismos. En el presente
proyecto, hablaremos de agar enriguecido con ad@extractogomo aquél, al que

le afiadimos un 0,1% de extracto de levadura y @PboQje caseina y ademas, los
extractos o soluciones enzimaticas obtenidos ea eadayo para establecer su poder

antimicrobiano. La figura 2.4 muestra el desarreBquematico de éste método.

El objetivo principal del enriqguecimiento del PDREA-E) es posibilitar la

esporulacion d&l. laxa
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Medio agarado (PDA)
enriquecide + extractos
antifiingicos

Placa de Peiri 1\

Siembra en boton

/ del moho a testar
Incubacién (1 cm’)
|

B0 Fi B i
aerdhica a 25° C 1

Halo de crecimiento
fangico

Figura 3.3: Desarrollo esquematico del método del agar enridaezon adicion de extractos

En este caso se ensayaron las soluciones enzas@iextractos antifingicos
obtenidas a partir dd. laxa deM. fructicolay de Laminarina (Sigma-Aldrich) que se
afladieron a una concentracion del 4% (PDA-E+SAfemas se incluyé un control
negativo (medio enriquecido sin adicion de extractdl estudio se realizd por

triplicado.

Siembra en botén dd. laxa

Una vez solidificado el PDA-E+S.E., se procedi@aibmbra dé/. laxa. Para
ello, se utilizd una placa de PDA con crecimientnifiesto deM. laxa. Con la ayuda
de un bisturi y pinzas estériles, se cortaron pgagieuadrados de aproximadamente 1
cn?, que se situaron en el centro de las placas comeslio PDA-E+S.E.. A

continuacion, fueron incubadas en oscuridad a 25° C
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La inhibicion del crecimiento del moho respectaaitrol se evaludé diariamente
hasta que en las placas control el microorganisitupatégeno ocupaba toda la

superficie.

3.1.3. Actividad antifiingicain vitro en medio liguido

3.1.3.1. Medio liquido enriquecido con adicion deofuciones enzimaticas

En este experiental, se estudido la actividad amgifia de las soluciones
enzimaticas obtenida a partir Ne laxay de laminarina de Sigma-Aldrich frenteva
laxa, en medio liquido con el fin de facilitar un carttamas intimo entre extracto y

moho.

Como medio liquido se utiliz6 un medio compuesto o 50% de zumo de
melocoton y un 50% de caldo Czapeck a doble coramah enriquecido con un 0,1%
de caseina y un 0,1% de extracto de levadura. Badesivo serd denominado como
ZMCZB-E. Se utilizé este medio, ya que se detecté . laxa no producia micelio

fértil o conidios en un medio sin zumo anadido.

3.1.3.1.a. Curva de crecimiento d¥l. laxa

En primer lugar y para determinar el dia de méxarezimiento del moho, se
realizd una curva de crecimiento d& laxa en medio ZMCZB-E. Para ello, se
emplearon 30 matraces con 50 mL de dicho medio ym@mularon con 1 mL de la
suspension esporal. Cada dia y hasta cumplir Esddiancubacion a 25° C, se filtraban
2 matraces a través de papel Whatman n° 4, premtanpesado; posteriormente era

desecado en estufa a 80° C durante 48 horas ygdsauievo.

Las diferencias obtenidas entre el peso del paypesale ser utilizado y después
de la filtracion y desecacion, nos permitié deteamnila curva de crecimiento dé.

laxa. (Gréfica 3.1)
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Gréfica 3.1: Curva de crecimiento dd. laxaen caldo ZMCZB-E

También se realizo la curva de crecimientdvidéructicola (Grafica 3.2)

Peso micelio seco (g)
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Gréfica 3.2: Curva de crecimiento dd. fructicolaen caldo ZMCZB-E

El crecimiento maximo deP. expansum, A. alternatg R. stolonifer se

establecié en 9, 12 y 8 dias respectivamente (Vienta004).
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3.1.3.1.b. Determinacién de la actividad antifungi

La determinacion de la actividad antimicrobiandageextractos enzimaticos se
llevd a cabo por duplicado en matraces de 250 mi wo volumen de 50 mL de
ZMCZB-E. A los matraces utilizados para el tratantoe se les afiadié 1 6 2 mL de
solucién enzimatica y 1 mL de solucion de espoedd.daxa Tras su homogenizacion,
se incubaron a 25° C durante 10 dias. Ademéas $eyémon dos matraces control
contaminados coM. laxa, pero sin extracto enzimatico. En la imagen 3.5sede

observar el aspecto de los matraces tras la inciéulg la incubacion.

Imagen 3.5:Imagenes de los matraces inoculados tras la iecifiaa) Control sin tratamiento; (b)
Tratamiento con 2 mL sol. enzimética Ble laxa (c) Tratamiento con 1 mL sol. enzimética e

laxa.

Transcurrido el periodo de incubacion, se filtr6 ceintenido de todos los
matraces (control y tratamientos) a través de p@afieltman n°® 4 y se deseco el papel
de filtro en estufa a 80° C durante 48 h. Por difela de pesada, comparando con los
controles, se determind la actividad antifingicaaa tratamiento.

3.1.4. Actividad antifingicain vivo sobre melocotones v brotes de cerezo

Tras la determinaciéon de la actividad antimicrohian vitro, se testé la

actividad de las soluciones enzimatigasivo sobre brotes de cerezo y melocotones.

El objetivo de estos experimentos era determinact&idad de los extractos en
dos situaciones reales: la infeccion pbrlaxa en arboles frutales (pre-cosecha) y el
biodeterioro en frutos ya recolectados (post-casech
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3.1.4.1. Determinacion de la actividad antifungicen melocotones

Las soluciones enzimaticas estudiadas fueron leniolas a partir del micelio
deM. laxay de la laminarina de Sigma-Aldrich esterilizaghas filtracion y saturadas
al 95% con (NH).SO,. Todos los tratamientos se testaron por duplieatonas de un
control positivo contaminado solo cbh laxa(Imagen 3.6).

Imagen 3.6..Melocotones inoculados cdn. laxay tratados con los extractos enzimaticos.

La suspension esporal dk laxase preparé de la misma manera indicada en el
apartado 3.1.1.1.

La superficie del melocoton a inocular se descom@anpreviamente con un
hisopo de algodon impregnado en etanol 80%. Sezaeah tres pequefas incisiones
equidistantes en la epidermis proxima a la zonaumpadar con una punta de
micropipeta estéril de 1 mm de profundidad; en cadade ellos se inocularon fiDde

la suspension de esporashelaxa

Tras mantener los melocotones inoculados durartter@s para favorecer la
aclimatacion esporal, a temperatura ambiente yabima de flujo laminar, se aplico el

tratamiento inyectando 18 y 45 ul de cada solucién enzimatica.

Los frutos fueron conservados a 20° C durante &8, diempo tras el cual se
procedié a registrar el porcentaje de heridas wiomes infectadas y el diametro de
éstas.
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3.1.4.2. Determinacion de la actividad antifangican brotes de cerezo

Para este experimental se emplearon como trataseiefd#s soluciones
enzimaticas obtenidas a partir del micelioMidaxa, de la laminarina (Sigma-Aldrich),
una suspension de esporas @ purpurogenumy un fungicida comercial
(Tebuconazol). Ademés se incluyeron controles megmtinicamente inoculados con
M. laxa

La obtencién del in6culo fingico cadvl. laxa se realiz6 de la misma manera
indicada anteriormente.

En la base de cada brote (1 cm por debajo) sezdealia incision con bisturi
estéril de 3-4 mm de longitud, 1 mm de anchuraSyrdm de profundidad. En cada
incisién se inocularon 1@l de la solucién de esporas e laxa Seguidamente se tap6
la herida con algodon estéril prehumedecido en agsélada estéril, se envolvié el
brote con papel de aluminio y se mantuvo asi dar2#th, con el fin de qud. laxase
adaptase a las nuevas condiciones. Transcurridgegbdo se aplicé cada tratamiento.
Las soluciones enzimaticas obtenidas a partir dedlim deM. laxay de la laminarina
de Sigma-Aldrich se aplicaron rociando el brote oonpulverizador, mientras que el

resto de tratamientos se inocularon (f)directamente en la herida (Imagen 3.7).

Imagen 3.7:Incision e inoculacién con solucidn enzimaticaMi¢axa (izquierda) y brote protegido

con papel aluminio tras la inoculacién (derecha)
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3.1.5. Determinacién de la actividad enziméatica das soluciones enziméaticas

Se determiné por duplicado la activid@dl,3-glucanasa de las soluciones

enzimaticas obtenidas a partir del micelioMielaxa, M. fructicolay de laminarina de
Sigma-Aldrich mediante el Malt beta-D-glucanaseagsgit (azo-barley glucan)
(Megazyme, Ref. K-MBGL). Para ello se adicion6é b de la solucion de sustrato
azo-barley glucan (precalentado a 30° C) a tubasedtrifuga y se preincubaron a 30°
C durante 5 min. También se preincubaron las smhes enzimaticas a 30° C durante 5
min. A continuacion, a cada uno de los tubos dérifega con 0,5 mL de solucion de
sustrato azo-barley glucan se le afiadié 0,5 mladmlucion enzimatica problema, se
homogeneizaron fuertemente y se incubaron a 30fr&nte 10 min. Transcurrido este
periodo se adicionaron 3 mL de solucion precipéait(disolver 40 g de acetato de
sodio y 4 g de acetato de zinc en 150 mL de agsidatta, ajustar el pH a 5 con HCl y
el volumen a 200 mL). Posteriormente se afiadie@ r&L de metoxietanol y se
mezclé de forma apropiada. Se dejaron incubarubsst durante 5 min a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 1000 g durante 10 Rimalmente se realizo la lectura de
la absorbancia a 590 nm con un espectrofotomepec{®nic 20, BAUSCH LOMB).
Se prepar6 un control para establecer la lecturaldeco con agua destilada estéril en

lugar de solucion enzimatica.

Para el célculo de la actividad se utilizo la eciad = MX + C (Figura 3.3)

Donde:

Y = actividad maltg-glucanasa (en U/kg de malta)

M = pendiente de la recta de calibracion

X = absorbancia de la reaccion a 590 nm

C = punto de corte con el eje Y
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U/Kg = 574 x Absorbance + 2.5; R=0.99

Malt B-Glucanase, U/Kg malt

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

Absorbance, 590 nm

Figura 3.4 Curva estandar de la malfaglucanasa en Azo barley glucan a pH 4,6 y 30°C

durante 10 min, utilizando 3 ml de solucidn preeipie A
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3.1.6. Tabla resumen

La tabla 3.2 muestra un resumen con todos los mediétodos, soluciones,
concentraciones y mohos testados hasta ahora.

Tabla 3.2 Tabla resumen de los ensayos realizados parardes |la actividad antifingica de enzimas
procedentes de. purpurogenum

ENSAYOSIN VITRO
Glucosa -
M. laxa -
; M. laxa
M. fructicola _ M. fructicola
P. expansum - P. expansum
Agar Difusién en agar R. stolonifer _ R. stolonifer
s A. alternata
PDA (disco) s )
A. alternata _ (suspension esporal
homogeneizada
Laminarina(Sigma-Aldrich) - con asa de
Drigalski)
Laminarina ochroleuca -
Laminarina (Arvensis) -
Adicién de M. laxa 2%
Agar enzimas en M. laxa
PDA-E+S.E. medio solido M. fructicola 2% (botén)
Laminarina (Sigma-Aldrich 2%
Adicion de M. laxa 2% M. laxa
Caldo enzimas en . 4% (sus. ension
ZMCZ-E+S.E. Imas € S . 0% P
medio liquido | | aminarina (Sigma-Aldrich 1% esporal)
ENSAYOSIN VIVO
Melocoton Inoculacién M. laxa - (slt\lﬂs:rjz)rizién
comercial superficial Laminarina (Sigma-Aldrich - esporal)
Brotes de Inoculacién M. laxa - (SL'\J/ISIpIZ)rizién
cerezo superficial Laminarina (Sigma-Aldrich - esporal)
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3.2. ACTIVIDAD __ ANTIFUNGICA DE METABOLITOS
PROCEDENTES DE FRUTOS DEL ACLAREO FRENTE A
MONILINIA LAXAY M. FRUCTICOLA

Actualmente se estan llevando a cabo estudios pote pdel Grupo de
Investigacion en Alimentos de Origen Vegetal deUlaiversidad de Zaragoza, del
contenido fendlico en determinados frutos de huespecialmente en estadios
inmaduros (Imagen 3.8). Los fenoles son reconocahbi®xidantes y antimicrobianos,
por lo que se decididé estudiar su posible activifi@te a los microorganismos

fitopatdgenos, objeto de estudio en el presentgepto.

Imagen 3.8 Frutos de aclareo de los principales frutalebudEso

Para testar la capacidad antimicrobiana de loshuoktias procedentes de frutos
del aclareo, se siguieron dos estrategias distiftas un lado el empleo de extractos

acuosos o metandlicos y por otro lado el de acegtesciales.

Para la obtencion de los primeros, se siguio dbpobo siguiendo de Venturini
et al. (2008) y para la extraccion de los aceisemeiales, se siguid el protocolo descrito
por Abbasi et al. (2008), Eikani et al. (2012) yu@0o(2013).

La actividad antimicrobiana se evalué tanto en mesblido, siguiendo el
método de difusion en agar y el método del agageecido con adicion de extractos
procedentes de frutos del aclareo, como en megqindb también enriquecido y con

adicion de extractos.
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3.2.1. Obtencion de los extractos acuosos y metanob

Los frutos seleccionados del aclareo (melocotonGtamima, albaricoque,
paraguayo, ciruela y cereza) fueron triturados emlino de matrtillos refrigerado
(IKA Labortechnik) para después ser desecados emlte aire caliente (Selecta) a 50°
C durante 24-48 horas. Posteriormente se moliemuwevo en molino refrigerado
(IKA Labortechnik) y se tamizaron las muestras 2@ de luz), se envasaron a vacio y
se conservaron a temperatura ambiente y oscuriBada la extraccion de los
compuestos fue necesario moler la muestra con uhnilleo de cuchillas con
refrigeracion (IKA Labortechnik) hasta hacerla mobon el fin de facilitar la extraccion

de sus componentes.

Se tomaron 5 g. y se mezclaron con 50 mL del deswés (agua destilada o
metanol al 99,5%, segun corresponda). Esta solu@énhomogeneizé mediante
ultratdrrax (T25 basic, IKA Labortechnik) y se a@gén Vibromatic (Selecta) durante 30
min a 600 rpm. Una vez transcurrido este periodoesgrifugdé a 4000 rpm durante 20
minutos a 20°C. Tras la centrifugacion, se proceaiéeparar el sobrenadante del

sedimento filtrando el primero a través de pape&ivian n°4.

Tras la filtracion, se procedié de forma distingg@n fuera extraccion acuosa o
metandlica. Para la de tipo acuoso, los tubos tepnl@enadante se dispusieron en un
bafio termostatico a 60° C para concentrar la naubsista un volumen final de 5 mL.
El tiempo de evaporacion fue de unas 48 horas. |Randraccion metandlica, se utilizo
un concentrador con corriente de nitrdgeno (TurlpoYa Zymark). La temperatura
durante la concentracion fue de 40° C y la pred#®0,5 bar. El extracto se concentrd
hasta obtener un volumen final de 5 ml. El tiempreasario para la extraccion
metandlica hasta dicha cantidad fue de unos 40 tosnWna vez obtenidos los

extractos, se almacenaron en congelacion a -1&% ku uso.

Los extractos obtenidos para el estudio de suidativantifingica fueron doce
(6 extractos acuosos y 6 extractos metandlicos)egientes de las 6 frutas

seleccionadas.
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3.2.2 Obtencion de los aceites esenciales

En este caso fueron numerosos los ensayos raadizhdsta dar con el
procedimiento mas eficaz. Todos ellos se realizaxam el fruto de aclareo que mas
abundaba, el melocoton. Tras seleccionar el proogsiono, se testd el potencial

antimicrobiano del resto de frutos del aclareo.

En primer lugar se prob6 una hidrodestilacion eampde® grandes cantidades de
melocotoén triturado, dada la escasa presencia €igeacesenciales en estas matrices
alimentarias. Sin embargo, no se consiguio el pojgtropuesto.

Ensayo 1
Posteriormente se efectué una extraccion mas poter@diante el Soxtec

(Soxtec System HT 2, Tecator). Debido a sus dinoaesi, la cantidad de muestra a
emplear estaba limitada por el vaso que conteniégeido extractor. Para que el

aparato funcionase de manera Optima, la cantiddifjuido a emplear fue estimada en
unos 80 mL. En el articulo publicado por Eikaniakt(2012), se indica que para un
volumen determinado de liquido, la muestra a emmeal0 veces menor. Es por ello
que se emplearon 8 g de melocoton triturado. Caquidio extractor se emplearon los
mencionados 80 mL de hexano. La temperatura dacexbn la marcaba la temperatura
de ebulliciéon del hexano, la cual se consiguiétajubo la maquina a 118° C. Una vez

alcanzado el punto de ebullicion, se mantuvo leaegion durante 2 horas.

Como resultado se obtuvo una solucion compuestah@xano y el supuesto
aceite esencial disuelto en él (Imagen 3.9).
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Imagen 3.9 Imagen completa del Sistema
Soxtec HT 2, Tecator (a), aspecto de la
soluciéon al comienzo de la extraccion del

aceite esencial del melocotén (b) y aspecto

tras 2 horas de funcionamiento (c).

Esta solucidon fue concentrada en Turbovap (Zymak)nas condiciones de
presion de 0,5 bares y temperatura de 45° C duBihtainutos, hasta eliminar por

completo el disolvente, quedando Unicamente eteaesiencial.

Sin embargo y debido a la viscosidad tan elevadatgnia, era complicado
extraerla de los matraces especificos del Turbdwagrincipio se traté de recuperar el
aceite calentando con agua caliente para redugis¢asidad. Sin embargo, al tratar de
recuperarlo con una pipeta, volvia a solidificaredpndo atrapado en las paredes, e

impidiendo su recuperacion. Unicamente se consigeéodger en un vial transparente

una sola gota de aceite.

El siguiente paso, fue recoger el aceite del matielz Turbovap con una
espatula; pero a pesar de raspar todo lo posiblendyor parte del aceite aun
permanecia pegado en las paredes del matraz ywupamcion era muy escasa. La

cantidad que se consigui6é recoger se afiadié aldeiatie previamente guardamos el

aceite obtenido en el paso anterior.
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Se decididé entonces aumentar la consistencia dékagsencial conservandolo a
4° C durante 1 hora. Transcurrido este tiempontntd su recuperacion nuevamente
por raspado con una espatula, consiguiendo nuevanuamtidades muy escasas Yy

afadiéndolas al mencionado vial de recogida.

Todo el “aceite puro” recuperado en las 3 primevdsacciones realizadas, se
guardd, como hemos indicado, en el mismo vial abtelo una cantidad muy discreta
de aceite esencial de 0,01 g. Esta cantidad fuspeadida en 900L de agua destilada
estéril y Tween 20 al 5%. El aceite asi resuspendi utiliz6 para determinar su

actividad antimicrobiana frenteMd. laxay M. fructicola.

Ensayo 2

En una nueva extraccion, la recuperacién del acgitdizo nuevamente con
espatula al igual que anteriormente. El aceite pbtenido y guardado en un nuevo vial
transparente, se resuspendié en A00de agua destilada estéril y Tween 20 al 5%,
tratando de homogenizar con la propia espatulaesAde testar el nuevo aceite asi
obtenido, se concentro en bafio termostatico a 68%r@nte 1 hora, tras la cual se
hicieron nuevas pruebas de actividad antifungieaté aM. laxay M. fructicola siendo
el segundo ensayo.

Ensayo 3

En este caso, la recuperacion del aceite purozsediiadiendo los 900L de
agua destilada estéril directamente en el matrbZ bovap y raspando con espatula.
De este modo, la recuperacion fue ligeramente gEupgue en ensayos anteriores,
puesto que el aceite se separaba mas facilmentlsd@aredes del matraz. La
suspension se recogié con micropipeta y fue llevada nuevo vial transparente. Se
introdujo un iman, y se homogeneiz6 en agitadorméaigp (BasicMagMix, OVAN) a
una temperatura de 50° C durante 15 minutos. Trdssiogeneizacion, se concentro
en bafio de termostético a 65° C durante 2 horés aEsite se testo frentdva laxa M.

fructicola, P. expansumA. alternatay R. stolonifer
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Para el cuarto ensayo se actué de la misma maner&rgel anterior, con la
excepcion del tiempo de concentracion en bafio ®atico que se incremento hasta las

4 horas. Los mohos testados fuekbrlaxay M. fructicola.

Ensayo 5

En el quinto ensayo, el procedimiento fue el misperp para estandarizar el
proceso, se calcularon las concentraciones finBlegste caso, el aceite permanecio en
bafio termostatico a 65° C hasta que se concent&E®%n El tiempo de concentracion
fue de unas 6 horas. Transcurrido dicho tiempbj@eron pruebas frenteM. laxa M.
fructicola, P. expansumA. alternatay R. stoloniferimpregnando el disco con 2(L..
Debido a la densidad de la solucién obtenida yaetdim de que se difundiera de manera
Optima alrededor del disco, se hizo una segundabprusélo frente M. laxa e
impregnando los discos con gh. En lo sucesivo, los discos seran impregnados con

este volumen de aceite esencial.

Ensayo 6

Puesto que el rendimiento de la recuperacion dsteaseguia siendo escaso, se
decidié optar por un nuevo método de recuperaconcentrar en Turbovap hasta una
cantidad aproximada de 5 mL. Este volumen fuerféailte recuperable con una pipeta
con la que se vertié el contenido en un vial transpte, donde se concentraria hasta
pesada constante mediante un concentrador merarg@ate el Turbovap, el Tembloc
(Selecta). De este modo, fue posible concentrac@imente sobre el vial, quedando el
100% de aceite extraido en el vial en el que posteente se resuspenderia. Este
altimo proceso de suspension se hizo de la misnmeraajue anteriormente, es decir,
afadiendo 900uL de agua destilada estéril y Tween 20 al 5%. Hicgso de
homogenizacion en agitador magnético se realizo0@ G durante 20 minutos.
Posteriormente se concentré6 en bafio termostati66°aC hasta 3 concentraciones
distintas (25, 50 y 75%) y se hicieron pruebas peada una de ellas. Los

microorganismos testados en este ensayo fudrdaxay M. fructicola
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Este ultimo proceso de extraccion, resuspensiooangantracion parecié ser el
mas eficaz, por lo que todas las extracciones porde se realizaron de acuerdo al

mismo.

3.2.3 Actividad antifingicain vitro en medio sélido

3.2.3.1 Método de difusién en agar con extractos@asos y metandlicos

Se ha estudiado la actividad antifungica de losaetds procedentes de los

frutos del aclareo frente a los mohdslaxa M. fructicolay A. alternata

Este experimento fue realizado en placas de Petridos medios agarados
distintos: PDA pardA. alternatay una mezcla de PDA y zumo de melocotén pdra
laxa y M. fructicola,con el objetivo de facilitar su esporulacién. Edteno medio fue
preparado mezclando 50% de PDA a doble concentras@®o de zumo de melocotén

y enriquecido con un 0,1% de extracto de levaduma §,1% de caseina (ZMPDA-E).

En primer lugar, se prepard una suspension esgerahda moho a testar. Las
placas con el medio ZMPDA-E fueron sembradas Bbnlaxa y M. fructicola
afadiendo 0,2 mL de dicha suspension y extendieadasa de Drigalski. Las placas
con el medio PDA fueron sembradas afiadiendo 0,Idenla solucion de esporas de
Alternaria y extendiendo con asa de Drigalski. Una vez sedalsrdas placas con el
correspondiente moho, se procedié a colocar lososlismpregnados en los doce
extractos obtenidos. Cada tratamiento se realizadpplicado. Las placas sembradas
con A. alternatase incubaron a 28° C durante 7 dias y las plaedd.daxay M.
fructicolaa 25° C durante 10 dias.

3.2.3.2 Método de difusidn en agar con aceites esetes

Las placas de PDA se sembraron con 0,2 mL de [sees®n esporal, en el caso
de M. laxay M. fructicola y 0,1 mL en el caso de. expansum, R. stolonifgrA.
alternatay se extendieron con asa de Drigalski. Una vezulaalas, se coloco en el
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centro de la placa un disco de celulosa estéritegmado en 25L del aceite esencial a
testar. Las placas se incubaron a 25° C en osdyfdse observaron diariamente.

3.2.3.3 Método del agar enriquecido con adicion d&xtractos acuosos y metanolicos

Los extractos utilizados fueron los mismos que phrmétodo de difusion en
agar. Sin embargo, en base a los resultados obtersd considerd oportuno reducir su
namero. Finalmente se seleccionaron 5 extractoamaktos (melocotén, albaricoque,

paraguayo, ciruela y cereza) y 2 extractos acu@gsmsarina y ciruela).

Ademas se incluyeron dos controles, el control thegdagar enriquecido sin
extractos) y control con metanol, con el fin de dstrar que no es el metanol el que
inhibe el crecimiento del moho. Se realizaron Hicap de cada tratamiento y cada

control.

Preparacion del agar enriguecido con los extramosedentes de frutos del aclareo.

El medio agarado utilizado fue ZMPDA-E. Una vezabrado y atemperado,
se procedido a afadir el extracto a una concentrafiiial del 4%. Este medio se

denominara en lo sucesivo ZMPDA-E+EX.

Siembra en botén dd. laxa

Una vez solidificado el agar, se procedid a la bramdeM. laxa. Para ello, se
utilizé una placa de PDA con crecimiento manifiededVl. laxa. Con la ayuda de un
bisturi y pinzas estériles, se cortaron pequefiogadrados de cultivo de
aproximadamente 1 dnque se situaron en el centro de las placas comeelio
ZMPDA-E+Ex (Imagen 3.10). Una vez sembradas, fwencubadas en oscuridad a
25° C.
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Imagen 3.10:Siembra en boton dd. laxasobre medio ZMPDA-E+EXx.

La inhibicion del crecimiento del moho respecta@itrol se evalud diariamente
hasta que en las placas control el microorganisitopatégeno ocupaba toda la
superficie.

Se pudo observar que el agar ZMPDA-E+Ex perdiailidald rapidamente (se
deshidrataba y resquebrajaba quedando inutilizadias gpocos dias). Por tanto, se
decidio repetir el experimental con el mismo megiiivado del zumo de melocoton
PDA-E+EXx. La concentracion final del extracto taérbfue del 4%.

3.2.3.4 Método del agar enriquecido con adicion deeeites esenciales

Se seleccionaron los aceites que mejores resultzatmian dado en el método
por difusion en agar (melocotén y cereza).

Preparacion del agar enriquecido con los extrawosedentes de frutos del aclareo.

El medio agarado consistio en PDA enriquecido corDi1% de extracto de
levadura y 0,1% de caseina (PDA-E), al que sea€iafuina concentracion del 2% del
aceite esencial a testar, quedando el medio deadmicomo PDA-E+A.E.

Al igual que en el ensayo anterior, se seniiédxa en botdn en el centro de la
placa y éstas fueron incubadas a 25° C. El expetovse realiz6 por duplicado.
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3.2.4 Actividad antifiingicain vitro en medio liquido

3.2.4.1. Medio liquido enriquecido con adicion dexéractos acuosos y metandlicos

En esta fase, se valoro la actividad antifUngicdodel2 extractos obtenidos
(acuosos y metandlicos) frentdvia laxa, en medio de cultivo liquido que posibilita un

contacto mas intimo entre el extracto y el moho.

Como medio liquido se utilizé el caldo ZMCZB-E y saispension esporal e
laxa se prepard del mismo modo que en ensayos anterlaye tratamientos se llevaron
a cabo por duplicado en matraces de 250 mL corolumen de 50 mL de ZMCZ-E. A
aquellos matraces utilizados para el tratamiemtdes afiadid 1 mL del extracto y 1 mL
de la suspension esporal B laxay tras su homogeneizacion, se incubaron a 25° C
durante 10 dias (Imagen 3.11). Transcurrido esgptie se procedio a su filtracion con

papel Whatman n°4.

Imagen 3.11 Matraces con caldo ZMCZB-E inoculados ddnlaxae incubados a 25° C / 10 dias;

(a): sin adicidn de extractos (control); (b): comll de extracto metandlico de melocoton.

Todos los papeles Whatman n°4 se desecaron em es@8@° C durante 48 h y
por diferencia de pesada, comparando con los dest(caldo ZMZCB-E inoculado
con M. laxa sin extracto), se determind la actividad antiféago el porcentaje de
inhibicion de cada extracto.

3.2.4.2. Medio liquido enriquecido con adicion decaites esenciales

Con el mismo objetivo se repitid la experienciaeste caso con los aceites

esenciales procedentes de los frutos del aclareo.
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La escasa cantidad disponible de albaricoque daleac solo permitié llevar a

cabo el estudio con aceites esenciales de melogatéreza.

El medio liquido utilizado fue caldo Czapek enrigde con un 0,1% de
extracto de levadura y un 0,1% de caseina (CZRd5 .aceites esenciales se afadieron
a matraces de 250 mL con un volumen de 50 mL de-EZBa una concentracion del
2% (CZB-E+A.E.).

La metodologia seguida fue idéntica a la descnital @partado anterior.

3.2.5. Actividad antifiingicain vivo en melocotones

Tras la determinacion de la actividad antimicrobian vitro, se valoro dicha
actividad sobre melocotones de calidad comerciale§te caso, se decidio aplicar el
aceite esencial procedente de melocotones deleaclains mohos testados en este

experimento fueroM. laxay M. fructicola.

La preparacion de los inoculos fungicos y la detainacion de la superficie
de los melocotones, se efectu6 como se ha sefi@adapartados anteriores. A
continuacion, se realizaron dos pequefias incisi@resla epidermis de la zona
peduncular con una punta de micropipeta estérilldmm de profundidad. Estas

incisiones fueron inoculadas con 15 de la suspension esporal.

Tras mantener los melocotones inoculados duranteords a temperatura
ambiente y en cabina de flujo laminar para favaréaeimplantacion del moho, se

aplico el tratamiento inyectando Lk de aceite esencial de melocotdn en cada incision.

Se dejo también un lote control de melocotonesulaaos, pero sin tratamiento

con el aceite esencial.

Todos los frutos fueron mantenidos en estufa aC2§°%e hizo un seguimiento

diario del porcentaje de incisiones infectadasaynditro de la lesion.
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3.2.6. Tablas resumen

La tabla 3.3 resume los medios empleados, métodsayados, extractos

acuosos y metandlicos utilizados y mohos testad@st apartado.

Las tablas 3.4 y 3.5 resumen todos los ensayai&ados con los aceites

esenciales procedentes de frutos del aclareo gtsudad frente a los mohos testados.

Tabla 3.3 Tabla resumen de los ensayos realizados parardete la actividad antifingica de extractos

acuosos y metanolicos procedentes de frutos desacla

ENSAYOS IN VITRO
Melocotén Ac. -
Melocoton Met. -
Nectarina Ac. -
Nectarina Met. - M. laxa
Albaricoque Ac. - M. fructicola
Agar Difusion en agar Albaricoque Met. - (susﬁ).ee::ts?é%a:;poral
PDA (disco) Paraguayo Ac. - homogeneizada
Paraguayo Met. - con asa de
Ciruela Ac. - Drigalski)
Ciruela Met. -
Cereza Ac. -
Cereza Met. -
Melocoton Met. 4%
Albaricoque Met. 4%
Adicion de Paraguayo Met. 4% I
onlle, | el omeawe | as | e
Cereza Met. 4%
Nectarina Ac. 4%
Ciruela Ac. 4%
Melocoton Met. 2%
Albaricoque Met. 2%
Caldo Adicién de Paraguayo Met. 2% M. laxa
ZMCZB-E+Ex. extr'act,os en Ciruela Met. 2% (suspensién
medio liquido Cereza Met. 206 esporal)
Nectarina Ac. 2%
Ciruela Ac. 2%
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Tabla 3.4: Tabla resumen de los ensayos realizados pararieterla actividad antifangica de aceites

esenciales (A.E.) procedentes de frutos de actame@| método de difusién en agar.

ENSAYOS IN VITRO
M. laxa
L AEM. h M. fructicola
M. laxa
2. AEM 1 hora M. fructicola
M. laxa
M. fructicola
3. AE.M. 2 horas P. expansum
R. stolonifer
A. alternata
M. laxa
4, AEM 4 horas M. fructicola
M. laxa
M. fructicola
5. AE.M. 50% P. expansum
R. stolonifer
A. alternata
L 25%
Difusién en
Agar PDA agar 6. A.E.M. gozjo M. laxa
(disco) 2%
M. laxa
M. fructicola
7. AE.N 40% P. expansum
R. stolonifer
A. alternata
25% M. laxa
8. A.LE.N. 50% C e
750 M. fructicola
25% M. laxa
9. AE.P. 50% n e
750 M. fructicola
25% M. laxa
10. AEE.C 50% L
750 M. fructicola
25% M. laxa
11. A.E.A. 50% S
750 M. fructicola
25% M. laxa
12.A.E.C-M 50% C e
750 M. fructicola

76



3. Material y métodos

Tabla 3.5 Tabla resumen de los ensayos realizados paraniete la actividad antifingica de aceites

esenciales procedentes de frutos del aclareo.

ENSAYOS IN VITRO

Agar
PDA-E+A.E.

Adicién de aceites

Melocotén

2%

M. laxa
M. fructicola
(botén)

en medio sélido

Cereza

2%

M. laxa
M. fructicola
(botén)

Caldo
CZB-E+A.E.

Adicién de aceites

Melocotén

2%

M. laxa
M. fructicola
(suspensién

esporal)

en medio liquido

Cereza

2%

M. laxa
M. fructicola
(suspensién

esporal)

ENSAYOS IN VIVO

Melocotén
Comercial

Inoculacién
superficial

Melocotén

M. laxa
M. fructicola
(suspensién

esporal)
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3.3. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE UNA CEPA BACTERIANA
DE PAENIBACILLUS POLYMYXA AISLADA DE MIEL

Se realizé un experimento de biocontrol utilizanmh@ cepa bacteriana aislada
durante un analisis microbioldgico rutinario detidisss muestras de miel. En las placas
de agar PCA utilizadas para el recuento de la micta total,se habia observado cémo
algunas colonias con apariencia bacteriana produgia inhibicion del crecimiento de
las colonias de mohos presentes; por este moteqyrecedié a su aislamiento e

identificacion.

Para determinar su actividad frent®lalaxay M. fructicolase utilizé el método
de inhibicion en agar, muy similar al método deusiifn en agar, pero en este caso
depositando directamente el microorganismo inhibidobre placas de agar PDA
previamente inoculadas con el moho a testar. Tstes ensayaon vitro se procedio a
realizar un ensay@ vivo para determinar la accion inhibitoria de esta cegare el
crecimiento de ambas especie Menilinia en melocotones inoculados. El proceso
seguido para la identificacion de la cepa bactariasi como los resultados de los

ensayos de inhibicion se detallan a continuacion.

3.3.1. Identificacion de la cepa microbiana aislada

Tras su aislamiento en agar TSA mediante siembna ggmtamiento e
incubacion a 30° C durante 24 horas en condicioleeaerobiosis, se procedio a su
observacién al microscopio (1000X). Se apreciaras siguientes caracteristicas:
bacilos grandes moviles, con espora central o subtal deformante. La tincion Gram
dio como resultado una bacteria Gram + y la prusddahidroxido potasico (KOH)
negativa. La imagen 2.12 nos muestra el aspectasdeolonias de dicha cepa en agar
TSA (a) y bajo observacion microscopica (b). Debédta elevada movilidad de los

bacilos no fue posible tomar una imagen mas nitida.
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Imagen 3.12 Aislamiento en agar

TSA de la cepa procedente de miel (a)
Y Su aspecto vista al microscopio con

aceite de inmersion (b).

Asi mismo, esta cepa fue incubada a 37° C, dordeStrdias, no se observd
crecimiento alguno, descartando por tanto su ppatigeno en una supuesta infeccion
alimentaria del consumidor.

Todas estas caracteristicas demostraban que lgpeegaecia al GBacillus o
géneros afines. Por ello se procedi6 a su ideatiiimn mediante el sistema
miniaturizado API 50 CHB (Biomerieux), constituigar 50 carbohidratos y que esta
disefiada para la identificacion Bacillus o especies afines (bacterias esporuladas aero-
anaerobias facultativasEl codigo numérico obtenido de la lectura de laspBuebas
bioquimicas, se introdujo en el sistema informalkizapiweb (Biomerieux); dicho
sistema identificé la cepa con un porcentaje detifieacion del 96,9% (muy buena
identificaciébn) comoPaenibacillus polymyxa. Sabemos por la bibliografia existente
gue muchas cepas de esta especie son capacesideipua antibiético conocido como
polimixina.

Una vez identificada bioguimicamente se envid a&ddeccion Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT) donde la técnica de PCR comfimuestro resultado.
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3.3.2. Actividad antifiingicain vitro en medio sélido

3.3.2.1. Método de difusién en agar

Esta cepa dPB. polymyxdue sembrada en tubos conteniendo caldo Brain Heart

Infusion (BHI) que se incubaron a 30° C durant&@ras en régimen aerdbico.

Las placas de PDA se inocularon con 0,2 mL deidpension de esporas ke
laxay M. fructicolaque fue extendida con asa de Drigalski. A contiiirg se sembro
P. polymyxacon un asa de siembra y trazando una linea Vegtical centro de la placa.

Las placas fueron incubadas durante 24 horas @.25°

3.3.3. Actividad antifungicain vivo en melocotones

Tras la determinacion de la actividad antimicrobian vitro, se testd la
actividad antifungica dé°. polymyxasobre melocotones de calidad comercial. Los

mohos testados fueron los mismos sefalados amemnbe.

La preparacion del indculo fungico y la descontamidn de la superficie de los
melocotones también se hizo de la misma maneranfintiacion, se realizaron dos
pequefias incisiones en la epidermis de la zonangathr con una punta de micropipeta
estéril de 1 mm de profundidad. Las incisionesizadhs fueron inoculadas con 1b

de la suspension esporal.

Tras mantener los melocotones inoculados duranteoras a temperatura
ambiente y en cabina de flujo laminar, se aplictragbmiento inyectando 14 de la

suspension bacteriana (Imagen 3.13)

Ademas se afadio un lote control de melocotonexulados, pero sin

tratamiento alguno.

Todos los frutos fueron conservados en estufe?&£2pse hizo un seguimiento
diario del porcentaje de incisiones infectadasaynditro de la lesion.
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Imagen 3.13 Aspecto de los melocotones comerciales inoculadiosero con conidios dil. laxay

tratados después con bacterias pertenecientesspdaieP. polymyxa.

3.3.4. Tabla resumen

La tabla 3.6 muestra los ensayos realizados coepa dé”. polymyxay su
actividad frente &onilinia spp.

Tabla 3.6 Tabla resumen de la actividad antifingica de cg@a bacterinana de. polymyxafrente a
Monilinia spp.

ENSAYOS IN VITRO
M. laxa
M. fructicola
Agar Difusion en agar P polvmvxa B (suspensién esporal
PDA (asa de siembra) - polymy homogeneizada
con asa de
Drigalski)
ENSAYOSIN VIVO
M. laxa
Melocotén Inoculacion M. fructicola
: . P. polymyxa - i
comercial superficial (suspensién
esporal)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE ENZIMAS PROCEDENTES
DE PENICILLIUM PURPUROGENUM FRENTE A MONILINIA
LAXAY M. FRUCTICOLA

4.1.1. Actividad antifungicain vitro en medio sélido

La actividad antifangican vitro de los extractos enzimaticos se determin6 en
medio solido empleando el método de difusion em ggaétodo del agar enriquecido

con adiciéon de soluciones enzimaticas.

4.1.1.1 Método de difusién en agar con solucionaszématicas

Como ya se ha resefiado anteriormente este métedafoana de la existencia
o no de sensibilidad por parte del microorganisme da sustancia o solucion

.....

se puede clasificar como resistente, poco sensitddianamente sensible o sensible.

La lectura de estos halos de inhibicion se realiaGamente y en ningln caso se

obtuvo inhibicion del crecimiento de ninguno dedoto mohos estudiados.

Ademas, es importante sefialar que se observé, aamaro elevado de placas,
una contaminacién, aparentemente bacteriana, dwedie los discos de celulosa. Por
este motivo, y a pesar de que en el articulo dgdiejo et al. (1996) no se contemplaba
este paso, se procedié a esterilizar por filtracaias las soluciones enzimaticas con
filtro de jeringa de 0,22um. Las soluciones enziméticas obtenidas a partil.de
ochroleuca y laminarina proporcionada por Arvensis Agro S.A9 pudieron
esterilizarse por filtracion debido a la inmedietématacion del filtro.

Por tanto, se repitid el experiental en este casol&s soluciones enzimaticas
esterilizadas por filtracion (las obtenidas a paté paredes celulares t& laxa M.
fructicola, P. expansumA. alternatay R. stolonifer laminarina Sigma-Aldrich y
glucosa). Tampoco se observé ningun halo de inbiidel crecimiento de los mohos
estudiados, aunque si se consigui6 eliminar laaooiniacion alrededor de los discos de

celulosa impregnados en la solucion enzimatica.
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4.1.1.2 Método del agar enriquecido con adicion dmluciones enzimaticas

En este ensayo se procedié a determinar la inbibidel crecimiento en un
medio agarado enriquecido al que se le adicionabd.Ilde las distintas soluciones
enzimaticas. Para determinar la actividad antiftengie media el diametro de las
colonias deM. laxa tanto en las placas control como en las placamganas de las
soluciones enzimaticas. Se ensayaron las soluceEmamaticas obtenidas a partir de

M. laxa deM. fructicolay de Laminarina (Sigma).

En el transcurso de este experimental observan®emlas placas de PDA-E a
las que se les habia adicionado las solucionesnétizas, pero que no habian sido
inoculadas con microorganismos, aparecia un crentmifiingico en toda la superficie
del agar. La razon estaba en que las solucionés&tizas no habian sido esterilizadas
por filtracion. Hubo por tanto que preparar nuesgisactos y someterlo a esterilizacion

por filtracion con filtro de jeringa de 0,2@2n.

La tabla 4.1 detalla el didametro colonial e laxatras 16 dias de incubacién a
25° C.

Como muestra la imagen 4.1., no se observo inbibidel crecimiento fungico
para ninguna de las tres soluciones. Si que &® gjae en la réplica 3 del tratamiento
con solucion enzimatica d®l. fructicola podemos observar un menor crecimiento
fungico, pero no fue significativo, puesto que es dos réplicas el crecimiento fue

total.
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Tabla 4.1: Evolucion del diametro colonial déd. laxaen placas con agar patata dextrosa enriquecido
(PDA-E) adicionado o no (control) con diferentekismnes enziméticas al 2% e incubadas a 25°C / 16

dias.

Control Sol. Enz. Sol. E'nz. So!. Enz.

M. laxa M. fructicola Laminarina
5 19,3+3,2 9,0 £0,0 11,0 £2,6 10,3 £0,6
6 22,7+ 4,0 11,0+£1,0 12,7+29 12,7+ 0,6
7 27,0+5,2 15,3+2,5 14,3+£4,0 143+1,2
8 42,0 £ 22,6 20,7+15 21,315 20,7+0,6
9 36,7 £10,2 31,3+1.2 27,325 28,715
10 43,7+11,8 42,0+6,1 43,0+8,7 39,0+4,4
12 48,3+ 14,2 57,0+£5,.3 50,0+£9,5 47,3+4,6
13 51,7 +15,3 63,7+5,3 58,0 + 10,6 55,7+75
14 64,7+2,0 70,0+4,4 66,0 + 14,0 64,0+ 3,6
15 66,7+1,2 72,3142 74,0+£5,3 68,3+3,8
16 68,3+1,2 77,3+23 76,7+49 73,0+x2,0

% inhibicién - 0% 0% 0%
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Imagen 4.1.: Crecimiento deMl. laxa
sobre agar patata dextrosa enriquecido
(PDA-E) y adicionado con soluciones
enzimaticas deM. laxa (a), M.
fructicola (b) y Laminarina Sigma (c)
tras 16 dias de incubacién a 25° C

4.1.2. Actividad antifungicain vitro en medio liquido

4.1.1.2.1. Medio liquido enriquecido con adicién deoluciones enzimaticas

A pesar de no detectar ningin efecto inhibidor edim sélido se procedi6 a
determinar si existia algun tipo de actividad amiobiana en medio de cultivo liquido
(ZMCZB-E), ya que de esta forma, el contacto desdéucion inhibidora con el
microorganismo es mas intimo. En este caso Unidemee estudié la actividad
antifingica de la solucion enzimatica obtenida dipde M. laxay de laminarina de

Sigma-Aldrich y Unicamente frentevh laxa

La tabla 4.2. nos muestra que el porcentaje debiziih alcanzado en los
ensayos conteniendo 1 mL de la solucién enzimatitanida a partir de laminarina fue
del 25%, no mostrando diferencias significativas0(p5) frente al control. Sin
embargo, si que fue significativa (p<0,05) la imtidn obtenida con lssolucidn
enzimatica obtenida a partir de micelio deM. laxa cuya inhibicion fue de35%.
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Tabla 4.2.: Peso del micelio seco obtenido en caldo ZMCZB-kEiadado con diferentes soluciones
enzimaticas al 2%, inoculados cbh laxa e incubado a 25° C / 10 dias. *Los valores seguiiota
misma letra no presentan diferencias significat{pas 0,05)

ZMCZB-E + SE 154 25
Laminarina Sigma
ZMCZB-E + S.E. 13 + 35 b
M. laxa
ZMCZB-E
(Control) 20+£0,1 0,0a

Se repitid el ensayo con 1 mL y 2 mL de extracteslas dos soluciones
enzimaticas. Sorprendentemente, y a pesar de Hap#cado la concentracién, no se
observd ningun tipo de inhibicion significativa pla 4.3). Ademas, en las muestras
tratadas con 1 mL de solucion, se observé un mengmimiento del moho que en los
controles negativos (Imagen 4.2).

Tabla 4.3.: Peso del micelio seco obtenido en caldo ZMCZB-Eiadado con diferentes soluciones
enzimaticas al 2 y 4%, inoculados ddnlaxae incubado a 25° C / 10 dias. *Los valores seguiftola

misma letra no presentan diferencias significat{pas 0,05)

1 18+ :
ZMCZB-E + S.E. 8 00a
Laminarina Sigma
2 1,7+ 25a
1 1,9+0,1 0,0
ZMCZB-E + S.E. 4
M. laxa
2 1,7+£0,2 49 a
ZMCZB-E
(Control) 0 1,8+0,1 0,0a
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Imagen 4.2 Crecimiento deM. laxa en medio liquido enriquecido (ZMCZB-E) adicionadonc

soluciones enzimaticas de Laminarina (Sigma-Aldra% (1A) y al 2% (1B) (a); solucién enzimatica
deM. laxaal 4% (b) y al 2% (c); y ZMCZB-E (Control) (d) imbado a 25° C / 10 dias.

La razon de estos valores tan dispares respeeisalo anterior, podria ser la
pérdida de la actividad enzimatica por cuestion tadempo y de inadecuada
conservacion. Las soluciones enzimaticas, una rgzapadas fueron empleadas para el
primer ensayo y después, fueron guardadas en emn@ela -18° C. Para ensayos
posteriores, fueron descongeladas, atemperadaseyamente congeladas. Estas
variaciones constantes de temperaturas pudieroer ltae se perdiera su actividad
enzimatica, lo que explicaria que incluso con dllelale concentracion no consiguiera
inhibir el crecimiento fungico. Por la misma razgmpueden explicar los porcentajes de
inhibicion nulos en agar enriquecido con adicionagesoluciones enziméticas, puesto

gue cronologicamente, fue el Ultimo ensayo reatizaah estas soluciones.
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4.1.3. Actividad antifungicain vivo sobre melocotones vy brotes de cerezo

Se realizaron dos experimentos para determinavdible aplicacion practica en
la lucha contrMonilinia de los extractos enzimaticos obtenidos, una soktecotones
ya recolectados (aplicacion post-cosecha) y otrahretes de cerezo (aplicacion pre-

cosecha).
4.1.3.1. Determinacion de la actividad antifungicen melocotones

En la imagen 4.3 se puede observar el aspectosdmdtocotones inoculados
con la solucion de esporas i laxa y posteriormente tratados con las soluciones
enzimaticas obtenidas con pareded/ddaxay con laminarina de Sigma tras 3 dias de
incubacion. Diariamente se procedié a la medidadi#hetro de la lesion alrededor de
la incision realizada para la inoculacion, peroseoobservd que ningun tratamiento

inhibiera el crecimiento del moho.

Imagen 4.3.:Aspecto de melocotones comerciales inoculadosinarsuspension esporallde laxa (a):
Control; (b): tratados con solucion enzimatica deninarina; (c): tratados con solucién enziméticde

laxa. Incubacién a 25° C / 3 dias.

4.1.3.2. Determinacién de la actividad antifingicen brotes de cerezo

La imagen 4.4 nos muestra el aspecto de los bdetegrezo, una vez realizada
la incision y la inoculaciébn coml. laxa (izquierda); posteriormente el brote era

protegido con papel de aluminio para facilitarrelcemiento del moho (derecha).
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Imagen 4.4.Detalle de la incision realizada (izquierda) enbuote de cerezo en la que se inoculd una
suspension esporal dd. laxa y de otro brote protegido con papel de alumin&s tla inoculacion
(derecha).

En un principio se establecié una duracion del exgnto de 4 semanas con
una periodicidad de aplicacién del tratamientoféangico de 2 veces por semana. Sin
embargo, a mitad del mismo, se decidié interrungpiprueba ya que no se detectd
crecimiento deM. laxa en ninguno de los brotes inoculados, invalidando tanto
cualquier resultado. Ademas, debemos tener en &upr el objetivo era obtener un
tratamiento curativo y no profilactico.

Tras reproducir fielmente los ensayos realizadwd_prena y Melgarejo (1993 y
1996), observamos que nuestros resultados diftetalmente de los suyos. Como ya se
ha resefiado anteriormente, es posible que la dativenzimética de las soluciones
obtenidas, hayan perdido su potencial antifungiebidb a frecuentes variaciones de

temperaturas.

4.1.5. Determinacion de la actividad de las solugies enzimaticas

En base a los malos resultados obtenidos, coasmbsroportuno tratar de medir
la actividad de las soluciones enzimaticas y coarfss con la actividad medida por
Larena y Melgarejo (1996), para saber si el probl@sta en las propias soluciones, o
por el contrario, no tienen efecto alguno sobredetarrollo fangico, pese a los
resultados de sus estudios.
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Para el célculo de la actividad se utiliza la emdray = MX + C (Figura 4.1)
Donde:
Y = actividad maltg-glucanasa (en U/kg de malta)
M = pendiente de la recta de calibracion
X = absorbancia de la reaccion a 590 nm
C = punto de corte con el eje Y

U/Kg= 574 x Absorbance + 2.5; R=0.99
300
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200

Malt B-Glucanase, U/Kg malt

100 4

l]-[,.. I I I I
0 0.2 04 06 0.8 1 1.2 1.4

Absorbance, 590 nm

Figura 4.1 Curva estandar de la maltaglucanasa en Azo barley glucan a pH 4,6 y 30°C

durante 10 min, utilizando 3 ml de solucion preteipie A

Establecida la recta de calibracién, basta cowdnuiir el valor de absorbancia
obtenido en la lectura en el espectrofotdmetroadauiestra problema, en la siguiente

ecuacion:
Y (U/Kg) = 574 xAbsorbancia+ 2,5

El resultado obtenido tras la lectura de absorbane fue 0 en todos los
duplicados de las soluciones enzimaticaa excepcién de una réplica destaucion
obtenida a partir del micelio deM. laxa, que dio una lectura d&0375 Al sustituir

este valor en la ecuacion mencionada:

Y =574 x 0,0375 + 2,5 24,025 U/kg
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Donde U es la unidad internacional de actividadinatica y es igual a un
micromol de equivalente de azulcar reducido a ghudiberado por min a 30° C y pH
4,6.

Tras la conversion de U/kg a mU/mg para poder coanpaiestro resultado con
los obtenidos por Larena y Melgarejo (1996), obtese una actividad enziméatica de
0,024 mU/mg. Puesto que en dicho trabajo obtuviantividades enzimaticas de hasta
1500 mU/mg, consideramos qgleeactividad enzimatica obtenida es practicamente

inexistente
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4.2. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE METABOLITOS
PROCEDENTES DE FRUTOS DE ACLAREO FRENTE A M. LAXA
Y M. FRUCTICOLA

En los experimentos llevados a cabo con extractosedentes de frutos del
aclareo se realizaron distintos tipos de pruebas lgadeterminacién de la actividad
antifingica:

- Ensayosn vitro:

- Método de difusion en agar
- Adiccion directa del extracto al medio de cultivadlido y
liquido

- Ensayosn viva:

- Inoculacion en melocotones

Todos los experimentos se realizaron con extra@os0sos, extractos
metandlicos y aceites esenciales obtenidos deftdistirutos de aclareo (cereza, ciruela,
nectarina, paraguayo, albaricoque y melocotén)ci@des fueron testados frentéd/a
laxa, M. fructicolay en algunos casos con los aceites esencialesakearon también

pruebas frente B. expanumA. alternatay R. stolonifer

4.2.1. Actividad antifungicain vitro en medio sélido

4.2.1.1. Método de difusion en agar con extractos@osos y metandlicos

La lectura de los halos de inhibicién no revelogaima actividad antifingica
para este tipo de extractos. Unicamente, alreddddos discos impregnados con el
extracto mentadlico de albaricoque y cereza frentél. fructicola, se detectaron
pequefias zonas sin crecimiento; sin embargo, no lerasuficientemente grandes,

simétricas y claras como para considerarlas deaedta.

Esto podria explicarse si suponemos que es el olethque inhibe realmente el
crecimiento fungico. En el método de difusién ermrados extractos son vertidos
directamente sobre el disco de celulosa, por tastoposible que se volatilice,

demostrando que no se produce inhibicidn por lbsetos, sino por el metanol.
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4.2.1.2 Método de difusién en agar con aceites esetes

En este caso los aceites esenciales obtenidosadgan frente a los cinco
mohos utilizados en este estudid. (axa M. fructicola P. expansumA. alternatay R.
stolonife). Dada la multitud de concentraciones probadasa ynécesidad de ir
modificando las condiciones de extraccion del ach#dsta encontrar los Optimos se
detalla a continuacién el protocolo de extracci@ncdda experimento por separado

presentando al final de este epigrafe un resumésdesultados obtenidos.

Ensayo 1: Aceite esencial obtenido de melocotdon delareo mediante extraccion en

Soxtec, concentracion en Turbovap y recuperacion rde&ante raspado con espatula.

Microorganismos ensayadaddl. laxay M. fructicola

Impregnacion de los discos de celulo$as discos de celulosa (6 mm de diametro)

estériles se impregnaron conls

Resultados No se observo inhibicion alguna alrededor de dioscos de celulosa
impregnados. Ademas, se aprecio en las placasegimiento microbiano no deseado,

produciendo una contaminacion.

Ensayo 2: Aceite esencial obtenido de melocotdén delareo mediante extraccion

con Soxtec, concentracidon en Turbovap y posterior oncentracion en bafo

termostéatico 65° C durante 1 hora

Microorganismos ensayados: M. layaM. fructicola

Impregnacion de los discos de celulo$as discos de celulosa (6 mm de diametro)
estériles se impregnaron con 20

Resultados:No se observd ningin halo de inhibicién, pero s ge aprecidé una
disminucion en la densidad de crecimiento tantdViddaxa como deM. fructicola
alrededor del disco (Imagen 4.5).
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Imagen 4.5:Placas de PDA inoculadas superficialmenteMotaxa(a) yM. fructicola(b) e incubadas 8
dias /25° C / aerobiosis; los discos de celuloseofuimpregnados con aceite esencial de melocaon d

aclareo.

Ensayo 3: Aceite esencial obtenido de melocotdn delareo mediante extraccion

con Soxtec, concentracion en Turbovap, homogeneizée en agitador magnético y

posterior concentracion en bario termostatico 65° Gurante 2 horas

Microorganismos ensayados: M. lgx@. fructicola, P. expansum, A. alternayaR.
stolonifer

Impregnacion de los discos de celulo$as discos de celulosa (6 mm de diametro)
estériles se impregnaron con 20,

ResultadosSe pudo observar claramente un halo de inhibic@2mm de diametro
de M. laxapara una de las dos réplicas (placas de PDA edelderecho de la imagen

4.6). En la otra réplica la inhibicion presentéhato de 17 mm.
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Imagen 4.6: Placas de PDA inoculadas superficialmente kbrlaxa e incubadas a 25° C / 10 dias /
aerobiosis. Arriba: Aspecto del halo de inhibicgnoducido por el aceite esencial de melocotén drent
M. laxa para las dos réplicas. Abajo: Detalle de caddaapor separado. Los discos de celulosa fueron

impregnados con aceite esencial de melocoton decacl

Para el resto de mohos ensayados no se aprediciéh, aunque si que se pudo
constatar, parR. expansuny R. stoloniferuna menor densidad de crecimiento fungico
alrededor del disco, tal y como muestran las imégéomadas tras 5 dias de incubacién
a 25° C (Imagen 4.7)
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Imagen 4.7:Placas de PDA inoculadas superficialmente Roaxpanun{izda.) yR. stolonifer(dcha.) e
incubadas a 25° C / 5 dias / aerobiosis. Los didealulosa fueron impregnados con aceite eseteial

melocotén de aclareo.

Ensayo 4: Aceite esencial obtenido de melocotdn delareo mediante extraccion

con Soxtec, concentracion en Turbovap, homogeneizée en agitador magnético y

posterior concentracion en bario termostatico 65° Gurante 4 horas

Microorganismos ensayados: M. layaM. fructicola.

Impregnacién de los discos de celulo$as discos de celulosa (6 mm de diametro)
estériles se impregnaron con@0del aceite esencial.

Resultadosse observd al igual que en el ensayo n°3 inhibidéncrecimiento dé/.
laxa con diametros de 17 mm (réplica 1) y 15 mm (rép8¥ (Imagen 4.8). Tampoco se
detecto inhibicion del crecimiento d& fructicola.
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Imagen 4.8: Placas de PDA inoculadas superficialmente bbraxa e incubadas a 25° C / 10 dias /
aerobiosis. (a): Reverso de ambas réplicas y (verao. (c): Detalle de halo de inhibicion. Loscds de
celulosa fueron impregnados con aceite esenciaialecoton de aclareo.

Como conclusion de este ultimo ensayo, pareceserel duplicar el tiempo de
concentracion del aceite esencial en bafio ternmstde 2 a 4 horas no supone un

incremento de la actividad antifingica.

Ensayo 5: Aceite esencial obtenido de melocotdn delareo mediante extraccion

con Soxtec, concentracion en Turbovap, homogeneizée en agitador magnético y

posterior concentracion en bafo termostatico 65° Gasta reducir su volumen un
50%

Microorganismos ensayados: M. lgx@. fructicola, P. expansum, A. alternayaR.

stolonifer

Impregnacion de los discos de celulosa: hizo una primera prueba impregnando los
discos de celulosa con 2. Debido a la densidad de la solucion obtenidary el fin

de que difundiera de manera Optima alrededor delodise hizo una segunda prueba,

sélo frente aMl. laxae impregnando los discos con j25.
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Resultados:Solo se observé inhibicion frenteMy laxa aunque los halos no fueron
concéntricos. La imagen 4.9. nos muestra el praneayo realizado cavl. laxadonde
el disco se impregndé con 2. Los halos de inhibicion en este caso fueron4lg 12
mm, respectivamente. La imagen siguiente (4.100geel segundo ensayo con los

discos impregnados con 2&; en este caso los halos de inhibicion fueron 4ley 1.3

mm de diametro. No se encontraron por tanto difeasrentre impregnar los discos con
20 6 con 25uL.

, _,,m Reverso___ - —_ ANverso

Imagen 4.9: Placas PDA inoculadas superficialmente ddnlaxa e incubadas a 25° C / 10 dias /
aerobiosis. (a): Reverso de ambas réplicas y (bjerao; (c): detalle halo inhibicién réplica 1 y):(d
réplica 2. Los discos de celulosa fueron impregsactin 20uL de aceite esencial de melocotdén de

aclareo.
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Imagen 4.10:Placas PDA inoculadas superficialmente ddnlaxa e incubadas a 25° C / 10 dias /
aerobiosis. (a): Reverso de ambas réplicas y (bjerao; (c): detalle halo inhibicién réplica 1 y):(d
réplica 2. Los discos de celulosa fueron impregeactin 25uL de aceite esencial de melocotén de

aclareo.

Hasta ahorall. laxa es la Unica especie que ha resultado ser semsiblgbida
por el aceite esencial de melocoton; si que etocigue depende del tipo de extracto
(acuoso, metandlico o aceite esencial) y del tpextraccion y concentracion. Por otra
parte, el aumentar el volumen de aceite al impredos discos, tampoco supuso
ninguna mejora en cuanto a la inhibicién del crésmo fungico.

Ensayo 6: Aceite esencial obtenido de melocotdn delareo mediante extraccion

con Soxtec, concentraciéon primero con Turbovap, segdo con Tembloc hasta

pesada constante, homogeneizacidon con agitador madico Yy posterior

concentracion en bafio termostatico 65° C hasta urb250 y 75%.

Microorganismos ensayados: M. laxa
Impregnacién de los discos de celulo$as discos de celulosa (6 mm de diametro)

estériles se impregnaron con@25de aceite.
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Resultados:Tres concentraciones de aceite esencial inhibietotrecimiento dem.
laxa alrededor del disco. Los halos no fueron ni muyifiestos ni muy definidos pero

suficientes para considerar la presencia de inbibicAdemas podemos observar

(Imagen 4.11) que no hay mucha diferencia entreaxdnar los aceites al 25% ( halos
de 12 y 14 mm de diametro) o, al 50 % ( 13 y 14 aendiametro) o, al 75%
(ligeramente mayores con 15y 17 mm).

Imagen 4.11 Placas de PDA inoculadas
superficialmente coM. laxae incubados a 25° C

/ 7 dias [/ aerobiosis. Los discos fueron
impregnados con aceite esencial de melocotén de
aclareo concentrado al 25% (a), 50% (b) y 75%
(c).

Ensayo 7: Aceite esencial obtenido de nectarina delareo mediante extraccion

con Soxtec, concentrado primero con Turbovap, segdpn con Tembloc hasta

pesada _constante, homogeneizacion _con _agitador madico vy posterior
concentracion en bafio termostatico 65° C hasta ur%.

Microorganismos ensayados y método de siembraak#, M. fructicola, P. expansum,
A. alternatay R. stolonifer

Impregnacion de los discos de celulotas discos de celulosa (6 mm de diametro)
estériles se impregnaron con 25

Resultados:No se aprecia ningun halo de inhibiciébn sobre hoigroorganismos
testados; parece observarse una menor densidag@amiento en los ensayos cbh
laxa, M. fructicolay R. stolonifer
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Ensayo 8: Aceite esencial obtenido de nectarina delareo mediante extraccion

con Soxtec, concentrado primero con Turbovap, seqdn con Tembloc hasta

pesada constante, homogeneizacion con agitador ma&dgico Yy posterior

concentracion en bario termostatico 65° C hasta urb250 v 75%

Microorganismos ensayados: M. laxa

Impregnacion de los discos de celulo$as discos de celulosa (6 mm de didmetro)
estériles se impregnaron con 25

ResultadosNo se aprecio inhibicion en ningun caso. Solameatdetecté una menor

densidad de crecimiento miceliar Me laxapara la concentracion del 50%.

Ensayo 9: Aceite esencial obtenido de paraguayo delareo mediante extraccion

con Soxtec, concentrado primero con Turbovap, seqdn con Tembloc hasta

pesada constante, homogeneizacion con agitador ma&dgico Yy posterior

concentracion en bafo termostatico 65° C hasta urb250 v 75%

Microorganismos ensayados: M. layaV. fructicola

Impregnacion de los discos de celulosas discos de celulosa (6 mm de diametro)
estériles se impregnaron con 25

Resultados:No se aprecia ningun halo de inhibicion signifiaat solo pudimos
distinguir una pequefia zona de inhibicion alredetidrdisco en el caso de los aceites

concentrados al 25% y 50% frent®Malaxa (Imagen 4.12).
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Imagen 4.12: Placas PDA inoculadas superficialmente ddnlaxa e incubadas a 25° C / 9 dias /
aerobiosis. Los discos fueron impregnados coneaeséncial de paraguayo de aclareo concentrado al
25% (a) y al 50% (b).

Ensayo 10: Aceite esencial obtenido de cereza ddaseo mediante extraccidn con

Soxtec, concentrado primero con Turbovap, segundoon Tembloc hasta pesada

constante, homogeneizacion con agitador magnéticoppsterior concentracion en
bafo termostatico 65° C hasta un 25, 50 y 75%

Microorganismos ensayados: M. laya. fructicola

Impregnacion de los discos de celulosas discos de celulosa (6 mm de diametro)
estériles se impregnaron con 25

Resultadosse obtuvieron halos de inhibicion frente a ambg®aes y con las tres
concentraciones de aceite esencial de cereza elasaya

Los halos de inhibicion obtenidos frenteMa laxa aunque no alcanzan un gran
didmetro, son méas definidos que los obtenidos hastea con otros aceites esenciales
(Imagen 4.13). Los halos correspondientes a laerdrecion del 25% son de 17 mm
para ambas réplicas. Para la concentracion dellé®%iametros medidos fueron de 15
y 13 mm y para la del 75% 15 mm en ambas réplicas.

En el caso deM. fructicola la inhibicion fue mucho mas enérgica con la caglto
ausencia de crecimiento miceliar alrededor de issod (Imagen 4.14). Los diametros
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de los halos fueron de 35y 24 mm, cuando la cdrex@an del aceite fue del 25%; con
la del 50% los halos fueron de 30 y 23 mm; y cothellar5% fueron de 32 y 22 mm.

B
. Anverslg,

Imagen 4.13: Placas PDA inoculadas superficialmente ddnlaxa e incubadas a 25° C / 7 dias /
aerobiosis. Los discos fueron impregnados coneesiencial de cereza de aclareo concentrado al 25%
(a); al 50% (b); y al 75% (c).

Parece ser por tanto que el que determina el gradahibicidn, es el tipo de fruto
de aclareo del que procede el aceite y no el gladmncentracion. Asi como el aceite
esencial de melocotén y el de cereza produceniagibibdeM. laxa cuantificada como
poco o medianamente sensible, no conseguimos ¢atoefcon el de paraguayo,
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Imagen 4.14:Placas PDA inoculadas superficialmente &énfructicola e incubadas a 25° C / 7 dias /
aerobiosis. Los discos fueron impregnados coneesiencial de cereza de aclareo concentrado al 25%
(a); al 50% (b); y al 75% (c).

El aceite esencial de cereza es el Unico, hasim.afue ha conseguido una
inhibicién significativa del crecimiento miceliae . fructicola considerandola como

medianamente sensible frente a este aceite.

Ensayo 11: Aceite esencial obtenido de albaricoguae aclareo mediante extraccion

con Soxtec, concentrado primero con Turbovap, segdpn con Tembloc hasta

pesada constante, homogeneizacidon con agitador madico Yy posterior

concentracion en bafio termostatico 65° C hasta urb250 y 75%

Microorganismos ensayados y método de siembraakay M. fructicola

Impregnaciéon de los discos de celulo$as discos de celulosa (6 mm de diametro)
estériles se impregnaron con 25

Resultadosse obtuvo inhibicion del crecimiento en todosdasayos realizados. En el
caso deM. laxa (Imagen 4.15) los halos de inhibicion de crecirdefneron de 14 mm
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en ambas réplicas para la concentracion del 25%, 1% mm para el 50% y 12 y 14
para el aceite al 75%.

También se observo disminucién del crecimientaetlio deM. fructicola alrededor
de los discos para la concentracion del 50%, siépsldiametros medidos de 19 y 21
mm (Imagen 4.16).

Anversp

Imagen 4.15: Placas PDA inoculadas superficialmente ddnlaxa e incubadas a 25° C / 7 dias /
aerobiosis. Los discos fueron impregnados coneaesiéncial de albaricoque de aclareo concentrado al
25% (a); al 50% (b); y al 75% (c).

En este ensayo se ha podido comprobar clarameie cel grado de
concentracion del aceite no ha sido determinanta erhibicion deM. laxa La mayor
concentracion, la del 75%, apenas ha mostrado gateemtifingico, comparado con
las concentraciones inferiores. Sin embargo, e=sthd) también se podria explicar con
gue a mayor concentracion del aceite esencial, ndifjoultad a la hora de difundir en
el medio agarado.
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Imagen 4.16:Placas PDA inoculadas superficialmente &énfructicolae incubadas a 25° C / 7 dias /
aerobiosis. Los discos fueron impregnados conaesiéncial de albaricoque de aclareo concentrado al
25% (a); al 50% (b); y al 75% (c).

También cabe destacar, el retraso en el crecimidathl. fructicola en el
entorno préximo del disco. El ejemplo grafico mdara, lo encontramos en la
concentracion del aceite esencial al 50%, puestoagos 4 dias de incubacion, solo se
observa crecimiento fungico en la periferia de lac@, es decir, en las zonas mas
alejadas de la misma. A los 7 dias comienza a rcfdceructicola en zonas mas

proximas al disco de celulosa (Imagen 4.17).
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Imagen 4.17: Placas de PDA inoculadas superficialmente bhnfructicola e incubadas a 25° C /
aerobiosis / 4 dias (a) y 7 dias (b). Discos impa€elgs con aceite esencial de albaricoque de ackhreo
50%.

Pese a que las inhibiciones obtenidas con losteascaisenciales no son
especialmente enérgicas, si que parece existietuaso en el crecimiento fungico, lo
cual podria tener una utilidad de notable impoitande cara al control de la
podredumbre marrén en post-cosecha.

Ensayo 12: Aceite esencial obtenido de ciruela delareo mediante extraccion con

Soxtec, concentrado primero con Turbovap, segundoon Tembloc hasta pesada

constante, homogeneizaciéon con agitador magnéticoppsterior concentracion en
bafo termostatico 65° C hasta un 25, 50 y 75%
Microorganismos ensayados: M. laya. fructicola

Impregnaciéon de los discos de celulo$as discos de celulosa (6 mm de diametro)

estériles se impregnaron con 25

108



|, [ 4. Resultados y discusion

Resultados:No se observé ningan halo de inhibicion; solo geeeia un menor

desarrollo fungico alrededor de los discos, taat@all. laxa como paraV. fructicolg,
El aceite esencial de ciruela de aclareo obteda&@cuerdo a este ensayo, no

parece tener potencial antifungico frent®lalaxay M. fructicolaen ensayo efectuado
en medio agarado, considerando ambas especiesresisientes frente a este aceite.

Ensayo 13: Aceite esencial obtenido de cereza y o@ton de aclareo mediante

extraccion con Soxtec, concentrado primero con Tui/ap, sequndo con Tembloc

hasta pesada constante, homogeneizacion con agitadbagnético y posterior

concentracion en bafio termostatico 65° C hasta urb250 v 75%

Mezcla de aceites esenciales de cereza y melocoton

Microorganismos ensayados: M. layaV. fructicola

Impregnacion de los discos de celulosas discos de celulosa (6 mm de diametro)
estériles se impregnaron con 25

Resultadosse observaron resultados positivos para ambos snpleoo especialmente
paraM. fructicolg el aceite con una concentracion del 25% obtuvsgmanifiesta zona
de inhibicién bastante evidente de 35 mm de didnpra una de las dos réplicas, pero
no para la otra. Para las placas de aceite coadenal 50%, presenté un didmetro de
20 mm, pero nuevamente solo en una de las dosaspli

Frente aMl. laxa, se observaron nuevamente actividades antimicrabiaimilares a las
obtenidas con anteriores aceites. Para la concénirdel 25%, se observaron halos de
inhibicion de 14 mm para ambas réplicas; para teeotracion del 50% fueron de 12 y
13 mm; y para la del 75% los halos de inhibicioeréun de 12 y 14 mm. (Imagen 4.18)
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Imagen 4.18: Placas PDA inoculadas superficialmente ddnlaxa e incubadas a 25° C / 7 dias /
aerobiosis. Los discos fueron impregnados con eacegiencial de cereza-melocotén de aclareo
concentrado al 25% (a); al 50% (b); y al 75% (c).

Se han obtenido halos de inhibicion similares gagsatres concentraciones,
considerando por tanto a la espeklelaxa como poco sensible frente a este aceite
compuesto por cereza y melocoton de aclareo.

En las imagenes 4.19 y 4.20 se puede observatilédad antimicrobiana del
aceite esencial cereza-melocotoén frenté dructicola.

Los halos de inhibicion obtenidos para la coneandn del 25 y 50% nos

indican una clara actividad antifingica de estét@@sencial compuesto; sin embargo,
no se cumple este potencial ni para sus réplicgsra su concentracion al 75%.
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Imagen 4.19:Placas PDA inoculadas superficialmente &bnfructicolae incubadas a 25° C / 7 dias /
aerobiosis. Los discos fueron impregnados con eacegiencial de cereza-melocotén de aclareo
concentrado al 25% (a); al 50% (b); y al 75% (c).

Imagen 4.20 Detalle de los halos de inhibicién del
A.E.Cereza-Melocotdén al 25% (a) y al 50% (b) freate

M. fructicola.
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Tabla 4.4: Tabla resumen de los aceites esenciales extraé@ombbcoton de aclareo y su actividad antifingieaté aM. laxay/o M. fructicola medida segin Davidson y
Parish, (1989) como: (R) Resistente; (P.S.): Paswible; (M.S.): Medianamente Sensible; y (S): dms

A.E. concentrado en Turbovap; recuperado con espatu
1 0(R) 0 (R) resuspendido con agua y Tween20;
sin concentrar.
A.E. concentrado en Turbovap; recuperado con espatu
2 0(R) 0 (R) .
resuspendido con agua y Tween20; concentrado 1 hora
A.E. concentrado en Turbovap; prehumedecido con;agscado
3 19,5 (M.S) 0 (R) con espatula y recuperado con micropipeta; resdg@igon agua
y Tween20; homogeneizado con agitador; concen2duwras.
A.E. concentrado en Turbovap; prehumedecido con;agscado
Melocotén
4 16 (M.S)) 0 (R) con espatula y recuperado con micropipeta; resdgecon agua
y Tween20; homogeneizado con agitador; concen#dutras.
50 %
(20 L) 13 (P.S)) 0(R) A.E. concentrado en Turbovap; prehumedecido con;agscado
5 SOL:/ con espatula y recuperado con micropipeta; resdg@icon agua
0
13,5 (P.S)) 0 (R) y Tween20; homogeneizado con agitador; concenuads0%
(25pL)
25 % 13 (P.S) - ]
A.E. concentrado en Tembloc; resuspendido con ggweeen20;
6 50 % 13,5 (P.S)) - ) )
homogeneizado con agitador; concentrado un 25, 7W.
75% 16 (M.S.) -
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Tabla 4.5: Tabla resumen de los aceites esenciales extramlogctarina, paraguayo, cereza, albaricoque y wmlende cereza y melocoton de aclareo y su aativid
antifiingica frente M. laxay/o M. fructicola medida segun Davidson y Parish, (1989) como: (&9igRente; (P.S.): Poco Sensible; (M.S.): Mediamaen&ensible; y (S):

Sensible.

A.E. concentrado en Tembloc; resuspendido con gJweeen20;

0,
! 40% 0(R) 0(R) homogeneizado con agitador; concentrado un 25, ZWy.
Nectarina 25% 0 (R) - q bloc: did _
8 50% 0(R) . A.Eh. concentrg (()jen Tem _tog, r(.asuspent| g con \jztg'waeenzo,
25% 0(R) - omogeneizado con agitador; concentrado un 25, 7.
25% 0 (R) 0 (R) A.E. concentrado en Tembloc; resuspendido con gJweeen20;
Paraguayo 9 50% 0 (R) 0 (R) . . )
7% 0(R) 0(R) homogeneizado con agitador; concentrado un 25, ZWy.
25% 17 (M.S)) 24,5 (M.S.) A.E. concentrado en Tembloc; resuspendido con gJweeen20;
Cereza 10 50% 14 (P.S.) 26,5 (M.S.) . . )
7% 15 (P.S) 27 (M.S) homogeneizado con agitador; concentrado un 25, FWy.
25% 14 (P.S)) 0 (R) A.E. concentrado en Tembloc; resuspendido con gJweeen20;
Albaricoque 11 50% 15,5 (P.S.) 20 (M.S)) . . )
75% 13 (P.S) 0(R) homogeneizado con agitador; concentrado un 25, ZWy.
25% 0 (R) 0 (R) A.E. concentrado en Tembloc; resuspendido con gJweeen20;
Ciruela 12 50% 0 (R) 0 (R) ; : )
5% 0(R) 0(R) homogeneizado con agitador; concentrado un 25, Wy
25% 14 (P.S)) 33 (S) A.E. concentrado en Tembloc; resuspendido con gJweeen20;
Cereza-Melocotén 13 50% 12,5 (P.S.) 20 (M.S)) : : )
25% 13 (P.S) 0(R) homogeneizado con agitador; concentrado un 25, Wy
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4.2.1.3. Método del agar enriquecido con adicidbn dextractos acuosos Yy

metanolicos

En un primer ensayo se utilizé un medio agaradajeecido con adicion de
extractos acuosos y metandlicos, y con zumo de aoiln (ZMPDA-E+EX.) para
facilitar la esporulacion del moho. Sin embargantdusion del zumo provoco la rapida

deshidratacion del medio durante la incubacionlidaado los resultados.

Un segundo ensayo se realiz6 con extractos aculesasruela y nectarina y
metanodlicos de albaricoque, cereza, ciruela, madocg paraguayo. El crecimiento
fungico se midio diariamente estando previstaralizacion del ensayo cuando en las
placas control el moho alcanzara la periferia deni@ésmas (85 mm). La imagen 4.21

nos muestra el crecimiento del moho en este ensayo.

En la tabla 4.6 se exponen los resultados obtenitim®o se puede observar en
las placas control, el moho no llega a alcanzael#eria, quedandose estancado en el
dia 16 con una media de 68,3 mm. En algunos tratdos el crecimiento fungico si
que alcanzé la periferia, es decir, los 85 mm dandiro. No se detectdé por tanto
ninguna inhibicion del crecimiento dé&. laxaen este ensayo aunque si observamos que
en los primeros dias de incubacion, el crecimidatmico en las placas control fue
mayor que en las placas tratadas. Sin embargelquaso de los dias, el crecimiento de

M. laxaen los medios enriquecidos se acelerg, llegareldeaderse completamente.

En base a los resultados obtenidos, indicar quesnque se ha generado un
efecto antifungico, sino que parece ser todo Idrado: la adicion de extractos acuosos
y metanolicos al medio PDA-E potencia el crecinvede M. laxa a excepcion del

extracto metandlico de melocoton.
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Tabla 4.6: Evolucién del didmetro colonial dd. laxasembrada en placas PDA-E de 85 mm de didmetr@madimdo extractos acuosos y metanodlicos proceddetésitos
de aclareo e incubados a 25° C / 16 dias.

Dia 5 19,3+3,2 i 9,3+0,6 83+15 28 + 2 03,8 8,3+0,6 24+ 1 13+1
Dia 6 22,7+4,0 6,7+0,6 12+1 11,721 38+3 13340 10,7+0,6  30,7+21  14,7+0,6
Dia 7 27 +52 8,7+0,6 163+15  137+15 A+ 17,7+46 12+1 36,750 19+1
Dia 8 424226 10,3+ 0,6 223+25  137+29 50 233+6,6 137+12  423+45 24+1
Dia 9 36,7 + 10,2 1542 29+3 273+23 67323 30,7+10,7  173+25 46331 3142

Dia 10 437+11,8 21,3442 39+3 35,7+38 312 41+14 233+23  51,7+68  423+31
Dia 12 48,3+14,2 31+8,9 523+42  507+40 93%38  547+150 32,340 62 +4 58,7 +7,1
Dia 13 51,7 +153 37+9,6 60 + 3,6 60,7+46  +85 653+17,1  413+75 68 +7,9 67,3+ 4,6
Dia 14 64,7 +2,1 43+12,2 69,7 +5,0 71+4 g5+ 71+122 4947 71,7+64  79,7+35
Dia 15 66,7+ 1,2 47,7+133  803+45  80,7+44 85+0 78+6,6 57,7+72  733+58 85 + 0
Dia 16 68,3+ 1,2 52,3+ 15,3 84+17 85 + 0 g5+  827+32 67,7+6,4  76,3+49 85 + 0

% - 23,4 0 0 0 0 1,0 0 0
INHIBICION : :
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Imagen 4.21 Placas de PDA-E adicionadas de extracto metandkicparaguayo (a), de metanol (b), y
sin extracto ni metanol, inoculadas superficialraeat botén coM. laxae incubadas a 25° C / 16 dias /

aerobiosis

Al igual que en el método de difusibn en agar, ésgasos porcentajes de
inhibicién de obtenidos empleando los extracto®sas y metandlicos podria deberse a
la progresiva volatilizacion del metanol del medgarado. De este modo se explicaria
el retraso en el crecimiento fungico los primergsdy su exponencial desarrollo una

vez el metanol se volatilizaba.
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4.2.3.4. Método del agar enriquecido con adicion deeites esenciales

En este caso, al medio agarado enriquecido seidem@aron aceites esenciales
de los dos frutos (cereza y melocoton) que maytanoal antifingico habian mostrado

en el ensayo de difusion en agar.

La tabla 4.7 recoge los diametros colonialedddéaxay M. fructicola durante
los 15 dias del ensayo. El aceite esencial de @erezdemostrd potencial inhibitorio
sobre ninguno de los dos mohos. Incluso parecguseposibilita un crecimiento mas
rapido deM. laxa ya que este moho alcanza el 100 % de crecimient &0° dia, 3
dias antes que las placas control la presenciaaakte. Por el contrario, el aceite
esencial de melocotén si que produjo una ligerdicibn ya que mientras los controles
en ambas especies alcanzaron su maximo crecin(i@dmom), las placas enriquecidas
adicionadas con este aceite consiguiendo como noaximdiametro de 65 mm pava

laxay 45,5 mm pard. fructicola(Imagen 4.22).
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Tabla 4.7: Evolucién del didmetro colonial dd. laxay M. fructicola sembradas superficialmente en

botén en placas de PDA-E sin adicion (control) o adicion de aceites esenciales de melocoton ya@ere

de aclareo al 2% e incubadas a 25° C / 15 dias.

M. laxa M. fructicola

Control Me)lat‘).cl:zc;tén C):rlz.za Control Me)lat‘).cl:zc;tén Cgrltza.za
Dia 3 100+1,4 125+0,7 1500 - - -
Dia 4 150+5,7 175+0,1 21,5+£0,7 - - -
Dia 5 225+12,0 24,5+0,7 29,0+x14 155+0,7 - -
Dia 6 28,0+ 14,1 325+0,7 385+0,7 335+0,7 100+28 155%0,7
Dia 7 36,0+ 15,6 40,5+0,7 47,0+x14 490+0 200%x28 305%0,7
Dia 8 725+0,7 605+%6,4 755+0,7 850+0 455+49 7400
Dia 9 76,5+2,1 635+49 830 85,00 53,549 815+21
Dia 10 79+14 65071 85+0 85+0 62,5+3,5 85+0
Dia 11 81+14 65071 85+0 85+0 62,5+3,5 85+0
Dia 12 83+0 65,0+7,1 85+0 85+0 62,5+3,5 85+0
Dia 13 85+0 650+7,1 85%0 85+0 62,5+3,5 85+0
Dia 14 85+0 65,0+7,1 85+0 85+0 62,5+3,5 85+0
Dia 15 85+0 65,0+7,1 85+0 85+0 62,5+3,5 85+0

% inhibicion 0 23,5 0 0 46,5 0

Nuevamente el aceite esencial de melocoton deeactaoduce inhibicion en el

crecimiento deMonilinia spp. confirmando asi, su posible actividad antiftengSin

embargo, el aceite esencial de cereza no ha mostads efectos inhibitorios,

discrepando asi con los resultados obtenidos engidesl método de difusién en agar.
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Imagen 4.22:Placas de PDA-E sin adicion (a, control) o cortiadi de aceites esenciales de melocotén
(b) y cereza (c) al 2% e inoculadas superficialmemt boton coM. fructicola e incubadas a 25° C / 13

dias / aerobiosis.

4.2.4. Actividad antifungicain vitro en medio liquido

El siguiente paso, al igual que en el caso de ks&os enzimaticos, fue
determinar la actividad antifingica en medio liguydfavoreciendo asi el contacto entre

la sustancias inhibidora y el moho.
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4.2.4.1. Medio liquido enriquecido con adicidén dexeractos acuosos y metanolicos

En un primer ensayo se determiné la actividad @mgita de todos los extractos
acuosos y metandlicos afiadiendo 1 mL de extracteedlo de cultivo liquido (50 mL).
El porcentaje de inhibicion obtenido, medido conmdnucion del peso del extracto

seco en comparaciéon con el lote control, se muestta tabla 4.8.

Tabla 4.8: Inhibicion del crecimiento d#l. laxainoculada en medio ZMCZB-E con adicién de extractos

acuosos y metanolicos procedentes de diferentassfde aclareo al 2% vy tras incubacion a 25° C / 10

dias

Melocotén acuoso 1,2+0,6 37,8
Melocotén metanolico 1,2+0,1 42,6
Nectarina acuoso 1,2+0,7 42,1
Nectarina metandlico 1,0£0,3 52,1
Albaricoque acuoso 1,4+04 32,2
Albaricoque metandlico 1,0+0,1 49,2
Paraguayo acuoso 1,4+0,2 28,0
Paraguayo metandélico 1,0+0,3 52,2
Ciruela Acuoso 1,2+0,3 42,1
Ciruela Metandlico 0,7+0,1 65,2
Cereza Acuoso 1,4+0,4 27,6
Cereza Metanolico 06+0,1 69,2
Control M. laxa 2,0+£0,3 -

Podemos observar que el peso del micelio secoidbtdifiere notablemente de
unos extractos a otros. Los extractos que mayanpdal antimicrobiano han sido los
extractos metandlicos y especialmente, los de ago@ziela, paraguayo y nectarina. En
un segundo plano estarian los extractos metandieawelocoton y albaricoque y los
acuosos de nectarina y ciruela. Al aplicar un aislde varianza de una via se
comprueba que todos los extractos han producido inim@icion significativa del
crecimiento deM. laxa excepto los extractos acuosos de albaricoquegpaya y
cereza. Aplicando un analisis t-student no se whsediferencias estadisticas (p>0,05)
entre la inhibicion obtenida por los extractos ansdofrente a los metandlicos.
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Comparando los resultados obtenidos en este ersaydos obtenidos en el
medio sélido, observamos una discrepancia totaé embos. La causa en el ensayo en
medio solido, puede residir en la volatilizacion aetanol del medio agarado, siendo
este compuesto, el principal responsable de ldicibn de crecimiento colonial dd.
laxa (Control metanol 23,4%). En los ensayos en meidjoido, todos los matraces
fueron tapados con papel de aluminio, creando cordiciones de anaerobiosis, donde

no se produjo tal volatilizacion.

Por otra parte, la busqueda necesaria de un modoagiificacion en el ensayo
en medio liquido (cuantificacion por pesada) emmleaun caldo de cultivo compuesto
por zumo de melocotén natural, puede encaminaracsa hresultados falsos. Cabe
destacar, que en algunos matraces se observo elsgarna presencia masiva de
crecimiento miceliar sobre la superficie del meldguido, mientras que en otros, la
ausencia era evidente (Imagen 4.23). De este nimgldatos por pesada de papeles de
filtro desecados, puede falsear los resultadosgqua el papel puede recoger otros
compuestos tipicos del zumo de melocotén, y noanménte el micelio crecido sobre
medio liquido. Por tanto, la Unica manera de ddtemnsi hubo crecimiento miceliar

era bajo su observacion.
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Imagen 4.23: Aspecto de

matraces con caldo ZMCZB-
E inoculados corM. laxay

adicionados de  distintos
extractos de frutos de aclareo
e incubados a 25° C / 10 dias.
(a): ausencia de micelio; (b):
ligera presencia de micelio;
(c): notable presencia de

micelio.

La imagen 4.24 muestra el aspecto de los papelékrdea través de los cuales

se realiz6 la filtracién del contenido de los medsatras 10 dias de incubacion. La

imagen es suficientemente clara como para aprenigué matraces hubo crecimiento

fungico, pese a que los resultados por pesadaaseticlo contrario.
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Imagen 4.24:Papel de filtro tras haber sido desecado en eat@@ C durante 48 horas. (a) Presencia

notable de micelio fungico; (b) ausencia de mic&litgico seco sobre papel de filtro.

4.2.4.2. Medio liquido enriquecido con adicion deceites esenciales

En la tabla 4.9 se detallan los resultados obtsniglo la valoracion de la
actividad antifungica en medio liquido de los ae®i¢senciales obtenidos de frutos de
aclareo. Solo se evalud la eficacia de los dostexcejue mejores resultados habian
obtenido en los métodos de determinacion de lavidatl antifingica realizados en
medio sélido, el aceite esencial de melocotondeatereza. En el caso ke laxatanto
el aceite esencial de cereza como el de melocatdsiguen una inhibicion significativa
de su crecimiento, con un 36,3 y un 55 %, respactente. EnM. fructicola la
inhibicién generada por el aceite esencial de notdoc es incluso mayor (62%); el
aceite esencial de cereza parece no tener efepiacalporcentaje de inhibicion de
6,9%).
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Tabla 4.9: Inhibicion del crecimiento d&lonilinia spp. incubada en medio CZB-E y con adicién de

aceites esenciales procedentes de frutos de aelb?86 y tras incubacion a 25° C / 10 dias

A.E. Melocotén 0,17 + 0,04 55,0
A.E. Cereza 0,24 +0,15 36,3
M. laxa
ControlM. laxa 0,38 + 0,03 -
A.E. Melocotén 0,19 +0,05 62,0
. A.E. Cereza 0,46 + 0,02 7,0
M. fructicola
Control M. fructicola 0,50 +£0,04 -

Comparando estos resultados con el ensayo en meéliito, de nuevo, es el
aceite esencial de melocoton el que demuestra uyormpotencial inhibitorio

especialmente si el ensayo se realiza en medimléigufrente a ambas cepas fungicas.

A diferencia de lo obtenido en el ensayo con med@sultivo sélidos, el aceite

esencial de cereza demuestra poseer cierto pdterttlatorio deM. laxa

En este caso, al ser el medio liquido CZB-E sin@de melocoton afadido, los
resultados no fueron falseados por compuestososipiel zumo de melocoton que
pudieran quedar retenidos en el papel de filtrop@en los ensayos de medio liquido
con adicion de extractos acuosos y metandlicosa @z mas, el aceite esencial de
melocoton, ha conseguido porcentajes de inhibiaiddportantes, confirmando asi su

posible actividad antifingica.

4.3.2. Actividad antifungicain vivo en melocotones

En melocotones comerciales inoculados ddn laxa y M. fructicola y
posteriormente tratados con aceite esencial decotélo, no se aprecié inhibicion

alguna. El crecimiento fungico fue mas intenso doeael micelio invadia la zona
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calicilica, en el entorno de las incisiones redlma Esto ocurrié en el lote control

inoculado conM. laxatras 4 dias de incubacion y tras 5 dias de incGbagaraM.
fructicola.

En el caso de melocotones inoculados con las dépascasy tratados con
aceite esencial de melocotdn, alcanzaron su méeisaade crecimiento fungico un dia
después que los controles (Imagen 4.25)

Imagen 4.25 Aspecto de
los melocotones
inoculados conMonilinia
spp. (&) y con Monilinia
spp. + aceite esencial de
melocoton (b) e incubados
a25° C/4dias.
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4.3. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE UNA CEPA BACTERIANA
DE PAENIBACILLUSPOLYMYXA AISLADA DE MIEL

4.3.1. Actividad antifungicain vitro en medio sélido

4.3.1.1. Método de difusién en agar

Las imagenes 4.26 y 4.27 nos muestran la notabiei@mn ejercida por la cepa
deP. polymyxaobre los mohoB!. laxay M. fructicolaen medio sélido.

Imagen 4.26 Placas de PDA sembradas superficialmente Moiaxa y en linea corP. polymyxae
incubadas a 30° C / 10 dias / aerobiosis.

En M. fructicola el efecto inhibidor no fue tan elevado. La imagk@7,
efectuada tras 11 dias de incubaciéon, nos muedtiiaicgion del crecimiento del moho,
solo en los extremos de la linea de crecimientla dacteria; en dichas zonas donde la

concentracion bacteriana es mayor.
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Figura 4.27: Inhibiciéon del crecimiento dé.

fructicola con la cepa d®. polymyxaen agar
PDA incubadas a 25° C / (a): tras 3 dias; (b):

tras 11 dias

4.3.2. Actividad antifungicain vivo en melocotones

El estudio de los melocotones inoculados ddn laxa y M. fructicola y
posteriormente tratados con la cep@dpolymyxano evidencid efecto antimicrobiano
alguno (Imagen 4.28). El crecimiento fungico fueymotable cuando el micelio
vegetativo se extendio en torno a la zona calez@@intre las incisiones practicadas.

Esto ocurrio en el lote control tras 4 dias de la@idn en los melocotones
contaminados coM. laxa y tras 5 dias de incubacion en los contammaaim M.
fructicola.

Sin embargo, la clara inhibicién establecida erstlidioin vitro, no ha tenido
su continuidad en el ensayo sobre melocotonesu&ipgrece haberse producido una
ralentizacion en el crecimiento de los mohos yairaeso en el biodeterioro. Ademas en
dos de las incisiones practicadas, tardé6 muchoptieen aparecer el biodeterioro.
(Imagen 4.29).
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Imagen 4.28 Aspecto de los
melocotones inoculados con
Monilinia spp. (@) y con
Monilinia  spp. + P.
polymyxa (b) e incubados a
25° C/ 4 dias.

(« Gl‘——‘—"—‘“—-‘-—-‘ ’-)"-_i:.'/ \")éﬁ"f? felymrgq \‘3- M{-ﬂl‘+‘ca!°

'PP"[:("‘,Y’“’- fc M. Joxo.

Como habiamos sefialado, dos de las incisionesladasicorM. laxano han
presentado crecimiento fungico a su alrededormagen 4.29. muestra un detalle con

mayor claridad.

Imagen 4.29 Detalle de
incisiones  inoculadas
con M. laxa + P.
polymyxae incubadas a
25° C/ 4 dias.
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En todo proyecto de investigacion hay una necesydaabi obligacion de llevar
a cabo ensayds vivo. En definitiva, son los que mas valor afiadidoa&rea este tipo
de experimentacion, con lo cual, los resultadogvo ofrecidos en este trabajo, no son

muy optimistas.

El estudio de aceites esenciales procedentes des fide aclareo es algo
novedoso y no hay bibliografia disponible para podensultar y comparar. Los
resultadosn vitro obtenidos en el presente proyecto con estos a@stnciales no son
para nada despreciables. En mi opinidn, futurassinyaciones sobre estos compuestos
podrian ofrecer nuevas alternativas a los trataiwsethe hoy en dia en el tratamiento de
las frutas en post-cosecha.

Asi mismo, la cepa dPaenibacillus polymyxatambién deberia ser objeto de
estudio. Como ya hemos visto, hay diversos trabaies integran varios métodos de
control obteniendo muy buenos resultados. Esta degaeriana, podria ser un
microorganismo antagonista que en combinacion doos ométodos, ofrezca una

importante actividad antifangica.
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5. CONCLUSIONES
PRIMERA

Los extractos enzimaticos obtenidos de distintobstsatos nutricionales
(glucosa, pared celular de diferentes especiesa®sny tres extractos diferentes del
alga Laminarina spp.) inoculados coRenicillium purpurogenunmo han demostrado
actividad antifangica frente a ninguno de los moleosayadosMonilinia laxa y
Monilinia fructicola). Solo se detectd una inhibicion ligera26%) del crecimiento de

M. laxaen medio liquido, pero que desaparece en ensagteriooes.
SEGUNDA

No se han podido reproducir con éxito los estudmd.arena y Melgarejo que
demuestran la inactivacion de M. laxa por exoengigenerados por P. purpurogenum,
a pesar de haber seguido con detalle todas lasdngines resefiadas por estos autores

y de haber utilizado la misma cepa de P. purpunagen
TERCERA

A pesar del elevado contenido en compuestos fasode los frutos inmaduros
del aclareo, sus extractos acuosos y metandlicesarade potencial antifungico frente

a Monilinia; incluso parece potenciar su crecinoent
CUARTA

Los aceites esenciales obtenidos de diferentessfrde aclareo (melocoton,
nectarina, albaricoque, ciruela y cereza) careeengeneral, de antibiosis frente a
Monilinia spp. siguiendo la metodologia de difus&magar. Solamente el procedente
de melocoton parece tener cierto efecto, quedandéirmado en ensayos en medio

liquido, mostrando una reduccion del crecimienidb8s.
QUINTA

Cuando la determinacién del potencial antifingie lds aceites esenciales
obtenida de frutos de aclareo se lleva a cabo @iosde cultivo liquidos, se evidencia
una mayor actividad antimicrobiana. Es probable gueontacto mas directo entre

esporas fungicas y aceites esenciales favorezoteagie la antibiosis de éstos.

131



H e 5. Conclusiones

SEXTA

Los aceites esenciales que han presentado un matgorcial antimicrobiano in
vitro han sido los procedentes de melocoton, ceyetbaricoque. Parece ser que dicha

actividad antifingica esta mas ligada al tipo déofique a la concentracion.
SEPTIMA

Cuando la valoracion de la actividad antimicrobidedos aceites esenciales se
traslada a melocotones comerciales, se observaiggeno de ellos es capaz de inhibir
la podredumbre marrén. Quizas el traumatismo tamfieato, como son las incisiones
efectuadas en la zona calicilica de los melocotangsde o contrarresta la accion de

cualquier agente antimicrobiano.
OCTAVA

La cepa de Paenibacillus polymyxa utilizada en estadio ha demostrado un
manifiesto potencial antifangico in vitro frentdva laxa, pero que no se vio reflejado

cuando el estudio se efectud directamente sobrecotehes.
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