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RESUMEN: Monilinia fructicola deteriora la calidad de frutos de carozo a campo y en poscosecha. El uso reiterado de productos quimicos para
controlar la enfermedad, generd resistencia en el patégeno y disminucién de efectividad, aumentando la bisqueda de alternativas en las Ultimas
décadas. El presente estudio tiene como objetivo describir el aislamiento e identificacion molecular del patégeno, la actividad fungicida in vitro y ex vivo
del aceite esencial de geranio (AE Pelargonium graveolens) y su composiciéon quimica. El AE obtenido por hidrodestilacién mostré actividad fungicida in
vitro, mediante metodologia de volatiles, del 100% de inhibicién del crecimiento fingico a 1.000 ppm. Los ensayos ex vivo se realizaron en durazno cv
“Flordaking”, dosis de 1.000 ppm del AE de P. graveolens, agua destilada como control positivo y carbendazim como control negativo. Se calcularon
intervalos de confianza de proporciones de frutos sanos y el tratamiento con AE arroj6 valores intermedios entre ambos controles (p<0,05). El perfil
quimico del AE se determiné mediante GC-MS. Los principales compuestos y su porcentaje en la mezcla fueron: Geraniol (24,89%), Citronelol
(19,50%), Linalool (10,92%) y y-Eudesmol (8,93%). Los resultados alientan el posible uso del AE de geranio para el control de M. fructicola en

poscosecha de duraznos.

PALABRAS CLAVE: Monilinia fructicola, poscosecha, aceite esencial, productos naturales, Prunus persica.

EVALUATION OF THE ESSENTIAL OIL OF PELARGONIUM GRAVEOLENS TO PREVENT BROWN ROT IN PEACHES

ABSTRACT: Monilinia fructicola deteriorates the quality of stone fruits in the field and post-harvest. The repeated use of chemical products to control
the disease generated resistance in the pathogen and decreased effectiveness, prompting the search for alternative control measures in recent years.
This study aims to describe the isolation and molecular identification of the pathogen, the in vitro and ex vivo fungicidal activity of geranium essential oil
(EO Pelargonium graveolens) and its chemical composition. The EO obtained by hydrodistillation showed in vitro fungicidal activity, using volatile
method, of 100% inhibition of fungal growth at 1,000 ppm. The ex vivo tests were carried out in peach cv 'Flordaking', dose of 1,000 ppm of the EO of P.
graveolens, distilled water as a positive control and carbendazim as a negative control. Confidence intervals for the proportion of healthy fruits were
calculated and treatment with EO gave intermediate values between both controls (p<0.05). The chemical profile of the EO was determined by GC-MS.
The main compounds and their percentage in the mixture were: Geraniol (24.89%), Citronellol (19.50%), Linalool (10.92%) and y-Eudesmol (8.93%).

The results suggest the potential use of geranium EO for the control of M. fructicola in postharvest of peaches.

KEYWORDS: Monilinia fructicola, post-harvest, essential oil, natural products, Prunus persica.

INTRODUCCION

El durazno (Prunus persica (L.) Batsch) es uno de los cultivos frutales de
mayor importancia econdmica en las regiones templadas, después de la
manzana y la pera [1]. Se cultiva ampliamente en mas de 200 paises,
siendo China y Espafia los principales productores a nivel mundial, con
16.000.000 y 1.197.840 toneladas registradas en el afo 2021,

respectivamente [2]. En este contexto, segiin la FAOSTAT Argentina se
Recibido: 1//11/2U23, Aceptado: 4/12/2U23

destaca en el puesto 18 del top 20 de paises productores, con 10.315 ha
de area cosechada y 167.500 toneladas producidas en el mismo afo;
ademads, representa el 7% de la produccién mundial de duraznos con
destino a industria [3]. Mendoza representa alrededor del 70% de la
superficie cultivada a nivel nacional, seguida por Buenos Aires (10%) [4].

Los frutos se consumen frescos y a través de productos industrializados
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como mitades enlatadas, mermelada, jalea, entre otros [5]. Las
caracteristicas morfofisiolégicas de los frutos, tejido blando y el
pericarpio delgado, dificultan la manipulacién y almacenaje [6]. En
consecuencia, se produce un aumento en la susceptibilidad a las
infecciones y un rdpido deterioro en el almacenaje y durante la
poscosecha causado por hongos [7].

Aunque los patégenos primarios varian segun la region y el cultivar, la
podredumbre morena causada por Monilinia fructicola es la enfermedad
que mayores dafios econémicos ocasiona en las zonas hiimedas de cultivo
del duraznero en Argentina [8]. Se manifiesta con mayor intensidad en
primaveras y veranos humedos, pudiendo ocasionar importantes
pérdidas de produccién y serios problemas de comercializacién [9]. Dado
que las bajas temperaturas no son propicias para extender la duracién de
la planta, se recurre al empleo de fungicidas quimicos [10]. No obstante,
el uso constante de estos fungicidas puede llevar a una disminucién en su
efectividad, y en condiciones ideales para el desarrollo de la enfermedad,
este problema se acentiia [11]. Adicionalmente, el inadecuado uso de
fungicidas quimicos ha generado problemas como la contaminacién del
entorno, perjuicios para la salud humana y ambiental, y la aparicién de
cepas resistentes [12]. Por este motivo, extender la vida util de los
duraznos sin recurrir a la aplicacién de fungicidas se convierte en un
desafio significativo para la industria frutihorticola [7]. Se requieren
enfoques alternativos para reducir los riesgos ambientales y satisfacer la
creciente demanda de alimentos seguros por parte de los consumidores.
Los aceites esenciales vegetales (AE) son compuestos volatiles que se
obtienen de diversos 6rganos de las plantas y poseen una composicién
compleja en proporciones variables de alcoholes, aldehidos, cetonas,
fenoles, ésteres, éteres y terpenos [13]. Se encuentran clasificados como
GRAS por la Administracién de Medicamentos y Alimentos de los Estados
Unidos [14] y poseen amplias propiedades antimicrobianas, insecticidas
y antioxidantes [15]. Pelargonium graveolens L’Hér. (geranio),
perteneciente a la familia Geraniaceae, posee una epidermis con tricomas
glandulares cubriendo toda la planta y en la que se biosintetiza el aceite
esencial [16]. En particular, muchos autores han demostrado la capacidad
antifingica del AE contra hongos patégenos humanos como Fusarium sp.,
Aspergillus niger, A. flavus [17, 18], diferentes cepas de Candida sp. [19,
20], Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, Microsporum canis, M.
gypseum [21, 22], Malassezia sp. [23] y Helicobacter pylori [24].
Asimismo, el AE del geranio también mostré ser efectivo contra hongos
de interés agronémico tales como Cladosporium fulvum, Phomopsis
helianthi, Phoma macdonaldii [22], Rhizoctonia solani [25], Fusarium
proliferatum [26], Penicillium funiculosum, P. ochrochloron, P.
expansum, Rhizopus stolonifer [27, 28], Trametes hirsuta, Laetiporus
sulphureus [29] y Botrytis cinerea [30, 31]. Por tal motivo, el objetivo de
este trabajo fue evaluar el potencial fungicida del AE de P. graveolens y su
caracterizaciéon de los principales componentes quimicos contra M.
fructicola aislada de duraznos, como una alternativa al uso de quimicos

en la etapa de poscosecha.

METODOLOGIA

Aceite esencial. Se recolectaron hojas de P. graveolens en el Campo
Experimental de Cultivos Intensivos y Forestales (CECIF, RPN 6, km 7,5,
31° 26" S; 60° 56" W, Esperanza). Se destilaron hojas frescas en un
aparato de tipo Clevenger por arrastre con vapor de agua. El material

vegetal se pesé para calcular el rendimiento de AE obtenido por 1 kg de
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material fresco procesado. El voucher specimen fue depositado en el
Herbario de la FCA-UNL “Arturo Ragonese” (Herbario SF), Kreder 2805-
(3080HOF)- Esperanza, Argentina, con cddigo MD58. El producto
obtenido se almacend bajo enfriamiento en envase de vidrio ambar hasta
su uso.

Microorganismos y medios. La cepa monospoérica de M. fructicola se
obtuvo a partir de frutos de durazno que presentaron los sintomas tipicos
de enfermedad correspondientes a la pudricion parda y fueron
caracterizadas morfolégicamente por el departamento de Fitopatologia
de la Estacion Experimental San Pedro del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), Argentina. La cepa de M. fructicola se
cultivé en medio de papa-dextrosa-agar (PDA) utilizando placas de Petri
durante 7 dias a 24-26 °C y se subcultivaron cada 15 dias para evitar
transformaciones pleomorficas. La identidad del patégeno se confirmé
mediante la amplificacién de las regiones espaciadoras transcritas
internas (ITS) utilizando cebadores universales como lo describen Gupta
et al. [32]. Las suspensiones de esporas se obtuvieron de acuerdo con los
procedimientos informados por el Clinical and Laboratory Standards
Institute [33] y se ajustaron a 1x10* unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL).

Ensayo fungicida in vitro. Se cubrieron cajas de Petri de 6 cm de
didmetro con 10 mL de medio agar-papa-glucosa (APG); una vez
solidificado se inocul6 una suspension de conidios de 10* UFC/mL dentro
de un pocillo ubicado en el centro. Una vez que se evapord el agua de la
solucién de conidios inoculada, se depositaron 10 pL de aceite esencial de
P. graveolens (AEPg) y agua estéril como control de crecimiento (T+) en el
centro de las tapas de las placas, mientras que como control quimico (T-)
se utilizé carbendazim en dosis comercial (Formulacién 50 % EC 50 - 70
cm3/hl). La cantidad de aceite esencial aplicada representé una
concentraciéon de 1.000 ppm. Las cajas de Petri se incubaron boca abajo
para que el aceite esencial, una vez evaporado, entrara en contacto con el
medio de cultivo donde crecia el hongo (metodologia adaptada de
Alvarez-Castellanos et al. [34]). Una vez que el micelio de las placas
control cubrié completamente la superficie del medio (7 dias
aproximadamente), se realizaron las mediciones del didmetro del micelio
desarrollado en cada placa tratada con aceite esencial mediante su
escaneo (escaner LA2400 con el software WinRHIZO 2013 (Regeant
Instrument Canada Inc 2013) para su posterior analisis con el software
Image]® [35, 36]. Los ensayos se realizaron por triplicado y el porcentaje
de inhibicién del crecimiento fiingico se calculé de acuerdo con la
siguiente ecuacion: I % = 100 (C-M)/C, donde 1% representa el porcentaje
de inhibicidn, C el promedio del drea de micelio de las 3 placas de control
y M el promedio del 4rea de micelio de las 3 placas tratadas.

Ensayos fungicidas ex vivo. Se utiliz6 el método descripto por Cindi et al.
[37] con modificaciones menores. Se realizaron evaluaciones diarias
durante 5 dias de frutos de la variedad ‘Flordaking” en estadios previos a
la madurez comercial, utilizdndose 10 unidades experimentales por cada
tratamiento. Los duraznos fueron adquiridos de productores de la zona
del centro de Santa Fe que realizan tratamientos convencionales. Se
realizd la desinfeccion de los duraznos durante 1 minuto con hipoclorito
de sodio al 2% P/V y posterior enjuague con agua desmineralizada a cada
unidad experimental. Se realizaron dos inoculaciones puntuales en la
zona cercana a la incisién del pediinculo de cada unidad experimental con
10 pL de una solucién de conidios de 1x105 UFC/mL del patégeno M.

fructicola. Luego de 3 horas de realizada la inoculacién, se procedi6 a la
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inmersion durante 5 segundos en las soluciones tratantes de AEPg a una
concentracién de 1.000 ppm, y los tratamientos de T+, T-, agua destilada
y carbendazim respectivamente. Diariamente se fotografiaron y se
registraron los frutos infectados. Los duraznos tratados se almacenaron a
temperatura ambiente de 20 °C en bandejas desinfectadas con tapa, de
manera de garantizar la humedad. Se registré6 el porcentaje de frutos en
descomposicién y la severidad de la enfermedad durante 7 dias. Esta se
registr6 diariamente seglin una escala empirica en base a la escala de
Wagner Janior et al. [38], con puntuaciones de 0 a 4: 0, fruto sin infeccion;
1, de 0 a 25% de la superficie de la fruta con dafio por enfermedad; 2, de
25 a 50% de la superficie de la fruta con dafio a la enfermedad; 3, del 50
al 75% de la superficie del fruto con dafio por enfermedad; y 4, mas del
75% de la superficie del fruto con dafio por enfermedad. Se realiz6 un
analisis categérico (x2-cuadrado) mediante el programa estadistico
RStudio [39] de las proporciones de los frutos enfermos (a>0,05). En el
caso de que se encontraran diferencias, se realizaron intervalos de
proporciones.

Analisis cromatogrifico. El aceite esencial fue sometido a cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para identificar
sus componentes principales. Los compuestos se identificaron
comparando los espectros de masas con la base de datos NIST de 2011
disponible. La muestra se analizé con un cromatégrafo de gases (Agilent
modelo 7890B) acoplado a un espectréometro de masas (Agilent modelo
5977, columna: HP-5MS Ul, 30 mx 0,25 mm con pelicula de 0,25 pm). Las
condiciones de funcionamiento fueron las siguientes: 250 °C
Temperatura de la columna del inyector: 160 °C mantenida durante 3
min, lo que lleva a 5 °C/min hasta 30 °C, tiempo de funcionamiento: 31
min. Volumen de inyeccién: 1 pL - Division: 1:20, segtin el método Adams

[40].

RESULTADOS Y DISCUSION

Aceite esencial

El rendimiento de aceite esencial fue de 3 mL 1.000 g-! de material
vegetal fresco (0,3%). El porcentaje obtenido en este estudio fue
ligeramente superior al registrado en investigaciones previas, que
oscilaban entre el 0,22% y el 0,28% [41, 42, 43], aunque menor que el
valor reportado en 2013 por Bouzenna & Krichen [25]. Sin embargo, es
importante mencionar que el contenido de aceites esenciales en las
plantas tiende a variar debido a diversas condiciones, como el momento y

la época de la cosecha [44, 45].

Microorganismos y medios. M. fructicola fue caracterizado y depositado
en el departamento de Fitopatologia de la Estaciéon Experimental San
Pedro del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Argentina, con el cédigo: INTA-SP345. Utilizando el ADN de cada aislado,
las regiones ITS de los genes flingicos se secuenciaron y alinearon con las
entradas de la base de datos de secuencias del NCBI. La btsqueda mostré
que los datos de secuencia de la cepa aislada INTA-SP345 compartian un
99,9% de similitud con M. fructicola (EU131181). La secuencia de
nucleétidos generadas en este estudio se deposité en la base de datos
GenBank mediante el nimero de acceso OR063822.

Ensayo fungicida in vitro

El aceite esencial de P. graveolens inhibi6 el 100% del crecimiento de M.

fructicola durante el ensayo in vitro (Figura 1).

ISSN 2314-3991

Figura 1 - Inhibicién del crecimiento de Monilinia fructicola después de 7 dias: AEPg:
Aceite Esencial de Pelargonium graveolens 1.000 ppm; T-: Carbendazim, dosis
comercial; T+: agua esterilizada (control).

Este resultado concuerda con otros estudios previamente mencionados
en la literatura, en los cuales se observd que hongos fitopatdgenos como
Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Fusarium sp. y Penicillium sp.
fueron inhibidos por el aceite esencial de geranio a la misma
concentraciéon [25, 26, 28]. Ademads, Dianez et al. [46], utilizando el
método de difusion en disco, llevaron a cabo una evaluacion de 12 aceites
esenciales, entre ellos el de Pelargonium, frente a varios fitopatégenos de
importancia, como Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium

oxysporum, entre otros, obteniendo resultados similares.

Ensayos fungicidas ex vivo

A partir del segundo dia de inoculacién, se observaron los primeros
sintomas de la pudricién marrén causada por el agente M. fructicola en
los tratamientos T+ y AEPg. El intervalo para la proporcién de enfermos
del total de los frutos en T+ fue de 1 (Figura 2). Valores intermedios
fueron hallados para AEPg (0,41<p<0,98) mientras que para T- fue de 0.
La comparacién de los diferentes intervalos mostré diferencias entre T+,

AEPgy T- (p<0,05).
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Figura 2 - A. Evolucién de los grados de infeccién por M. fructicola luego de la
aplicacion de los diferentes tratamientos. Dosis tratante: 1.000 ppm. Tratamientos:
Inoculado + agua desmineralizada (T+), AE de P. graveolans (AEPg), Control quimico
Carbendazim a dosis comercial (T-). B. Intervalo de confianza de la proporcién de
frutos enfermos de los diferentes tratamientos en relacion a la infeccién por M.
fructicola (p<0,05).
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En ensayos realizados en durazno por Yan et al. [47], se utilizaron cuatro
tratamientos con AE que redujeron el desarrollo de enfermedades en
duraznos inoculados con R. stolonifer. S6lo Mentha piperita mostro,
después de 48 y 72 h de almacenamiento, un efecto continuo y
significativo reduciendo la incidencia de la enfermedad en un 20%. En
ensayos con Rosa grandiflora se obtuvieron, a través de la aplicacién del
AE de P. graveolans, comportamientos similares al control quimico para
combatir la incidencia y severidad del moho gris en estas flores de corte
[30].

Existen ensayos donde, ademads, se cuantifican las propiedades y las
caracteristicas organolépticas de los frutos luego de la aplicacién de AE
[48-51]. En general, se destacan que los efectos de los AE disminuyen la
gravedad de las lesiones. Asi, diversos autores observaron un retraso en
la apariciéon de la enfermedad durante el almacenamiento [50-52].
Ensayos realizados con AE de Melaleuca alternifolia en duraznos en
poscosecha observaron cambios morfolégicos y ultraestructurales en las
hifas de M. fructicola [6]. Ademas, el AE de lavanda mostr6 una buena
inhibicién contra M. fructicola en duraznos planos a dosis de 800 pL/L; en
este mismo estudio se asociaron con la fuga de contenidos
citoplasmaticos, la distorsion de las hifas y la alteracién de las esporas
como la expresion de los genes de apoptosis RTGl y RLM1. Los
compuestos principales del AE de lavanda fueron monoterpenos y
sesquiterpenos al igual que el AE de P. graveolens, que se presume
contribuyen a los efectos inhibitorios [53].

Tanto los microorganismos como las plantas son organismos vivos que
interactiian con el ambiente y modifican sus comportamientos, por lo que
resultados obtenidos en diferentes laboratorios son dificilmente
comparables para las evaluaciones in vivo o de poscosecha, debido a los

diferentes factores que influyen en el resultado final [54].

Composiciéon quimica

El aceite esencial obtenido en este estudio mediante el método Clevenger
se caracterizd por ser rico en geraniol, lo que coincide con los informes de
Babu & Kaul [55] y Bozovi¢ et al. [56]. El valor comercial del aceite
esencial de geranio se determina en funcién de su contenido de
citronelol. En este trabajo los componentes predominantes fueron

geraniol y citronelol (Tabla 1).

Tabla 1 - Tiempo de retencion y porcentaje de los principales compuestos presentes
en el aceite esencial de geranio obtenido en este trabajo.

Compuesto Tiempo de Porcentaje en la
retencién (min) mezcla (%)

Geraniol 16,602 24,89
Citronelol 15,469 19,50
p-Linalol 10,279 10,92
y-Eudesmol 31,067 8,93
Formiato de citronelilo 17,392 6,30
Isomentona 12,728 3,73
Tiglato de geranilo 34,157 3,30
D-Germacreno 25,740 2,55
Formiato de geranilo 18,496 2,14

El geraniol es frecuentemente destacado en la literatura debido a su
fuerte actividad antimicrobiana, como lo han sefialado Duarte et al. [57] y
Jirovetz et al. [58]. En este sentido, se demostré que dicho compuesto

inhibe el crecimiento de C. albicansyS. cerevisiae, donde en su
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mecanismo de acciéon aumenta la tasa de fuga de potasio de las células
enteras y permeabilidad de la membrana [59]. Ademds, muestra un
efecto potenciador sobre la absorcién percutanea de farmacos altamente
lipéfilos en ratones [60] como antiproliferativos sobre las células de
cancer de colon humano [61]. De manera similar, el citronelal y el
citronelol también han sido reconocidos por sus propiedades
antimicrobianas, como reportaron Kordali et al. [62]. La proporcién de
los componentes principales, geraniol y citronelol, varié ligeramente en
comparacién con los hallazgos de Rana et al. [63], Fayed [64] y DZami¢ et

al. [22], quienes realizaron una caracterizacién similar (Figura 3).

%, oM
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Figura 3 - Estructuras quimicas de los seis compuestos mas importantes presentes
en el aceite esencial de geranio.

Esta variacién en la relaciéon entre citronelol y geraniol podria estar
relacionada con la temperatura del aire antes de la cosecha, ya que
niveles elevados de citronelol sugieren estrés por frio en las plantas de
geranio, como se indic6 en el estudio de Doimo et al. [41].

El uso terapéutico de sustancias de origen vegetal para tratar diversas
enfermedades es conocido [65], pero el aprovechamiento de estas plantas
como fuente de nuevas potenciales moléculas en la agronomia es un

campo que se encuentra en expansion.

CONCLUSIONES

El aceite esencial de P. graveolens se obtuvo adecuadamente mediante
destilacién con vapor de agua. El geraniol y el citronelol fueron los
principales compuestos de la muestra. El ensayo fungicida in vitro inhibié
totalmente el crecimiento del fitopatégeno M. fructicola aislado de frutos
infectadas. El ensayo ex vivo en duraznos respondié al tratamiento con
carbendazim comercial, ya que no mostré ninguna incidencia de la
enfermedad, en comparacién con los frutos inoculados con agua,
asegurando asi la eficacia de este producto para el tratamiento de M.
fructicola. Por otro lado, los duraznos infectados respondieron al
tratamiento con aceite esencial de geranio, mostrando una severidad de
la enfermedad significativamente menor en comparacién con los
duraznos inoculados y tratados con agua. Los resultados sugieren que el
aceite esencial de geranio en una dosis de 1.000 ppm es moderadamente
efectivo como fungicida alternativo contra la enfermedad de la
podredumbre morena en comparacién con carbendazim a dosis

comercial.

o
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