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RESUMEN

La incidencia de patologias fingicas en frutos poscosecha o en
almacenamiento, o ambos, adn es un problema en la actualidad
debido a las grandes pérdidas que ocasionan a productores y co-
mercializadores de estos productos. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar iz vitro e in vivo el efecto inhibitorio de
aceites esenciales de albahaca (Ocimum basilicum), canela (Cin-
namomum zeylanicum), clavo (Syzygium aromaticum), guandbana
(Annona muricata), jengibre (Zingiber officinale), menta (Mentha
piperita), orégano (Origanum vulgare), romero (Rosmarinus offi-
cinalis) y salvia (Salvia officinalis) a diferentes concentraciones so-
bre una cepa nativa de Penicillium digitatum como un alternativa
orgdnica al uso de fungicidas de origen sintético. Para obtener la
cepa se seleccionaron frutos de localidades productoras de na-
ranja dulce (Citrus sinensis Osbeck) en Puerto Rico. Las pruebas
de inhibicién con aceites esenciales se hicieron en una cepa de la
localidad de Guayanilla con identificacién morfolégica y mole-
cular. Las pruebas de inhibicién se realizaron in vitro e in vivo.
El disefio experimental fue completamente al azar y las medias
se compararon con la prueba Tukey (p=0.05). Tres métodos de
inoculacién in vitro se utilizaron con los aceites esenciales en el
medio de cultivo en concentraciones diferentes. Ademds, iz vivo
se traté al hongo en su ambiente natural con los aceites que mos-

traron mas de 90% de inhibicién en los métodos in vitre. Los
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ABSTRACT

The incidence of fungal diseases in post-harvest fruits, in storage,
or both, is still a problem today due to the large losses caused to
producers and merchandisers of these products. Therefore, the
aim of this study was to evaluate iz vitro and in vivo the inhibitory
effect of essential oils of basil (Ocimum basilicum), cinnamon
(Cinnamomum  zeylanicum), clove (Syzygium aromaticum),
soursop (Annona muricata), ginger (Zingiber officinale), mint
(Mentha  piperita), oregano (Origanum vulgare), rosemary
(Rosmarinus officinalis) and sage (Salvia officinalis) at different
concentrations on a native strain of Penicillium digitatum as an
organic alternative to the use of synthetic fungicides. In order
to obtain the strain, fruits from localities producing sweet
orange (Citrus sinensis Osbeck) in Puerto Rico were selected.
Inhibition tests with essential oils were performed on a strain
from the Guayanilla locality with morphological and molecular
identification. Inhibition tests were performed iz vitro and in
vivo. The experimental design was completely randomized, and
the means were compared with the Tukey test (p=<0.05). Three
in vitro inoculation methods were used with the essential oils in
the culture medium at different concentrations. In addition, the
fungus was treated 7 vivo in its natural environment with the oils
that showed more than 90% inhibition in the iz vitro methods.
Cinnamon, clove and oregano leaf and bark oils inhibited 90
to 100% of P digitatum development. Oils of basil, soursop,
ginger, mint, rosemary, and sage inhibited little or not at all the
fungal growth. There were some differences in vivo regarding in

vitro methods, since only clove oil maintained similar levels to
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aceites de hoja y corteza de canela, clavo y orégano inhibieron
90 a 100% el desarrollo de P. digitatum. Los aceites de albahaca,
guandbana, jengibre, menta, romero y salvia inhibieron poco o
nada el desarrollo del hongo. /# vivo hubo algunas diferencias
respecto a los métodos iz vitro, pues solo el aceite de clavo man-
tuvo niveles similares al control iz vivo ¢ in vitro; ya que los frutos

tratados no mostraron contaminacion con P. digitatum alos 7'y

14 d.

Palabras clave: aceites esenciales, Citrus sinensis, canela, clavo,

efecto inhibitorio, Penicillium digitatum.
INTRODUCCION

os citricos son uno de los frutos mds produci-

dos en el mundo debido a su sabor, nutrien-

tes y disponibilidad generalizada (Liu ez 4.,
2012). Por su gran contenido de agua y composicién
de nutrientes, los citricos son susceptibles a la infec-
cién por patdgenos microbianos durante el periodo
comprendido entre la cosecha y el consumo (Tripathi
y Dubey, 2003) porque se almacenan antes de llegar
al mercado; y por lo tanto al consumidor final. El
periodo de almacenamiento es el tiempo critico para
la conservacién de los citricos por las condiciones de
estrés bidtico y abidtico a las cuales se someten (Mar-
cet-Houben ez al., 2012). Dentro de los principales
factores desencadenantes de estrés bidtico estdn las
enfermedades poscosecha, las cuales son uno de los
principales retos de la citricultura mundial, por ello
su control es uno de los aspectos mds importantes en
la comercializacién.

Entre las pérdidas poscosecha, el 80% se atribuye
a infecciones fungicas que producen podredumbre
en los frutos. Penicillium digitatum Sacc. es causa de
la enfermedad conocida como “podredumbre verde”,
cuya mayor incidencia y severidad estd en los citri-
cos (Fogliata ez al., 2000). Los frutos se infectan por
lesiones causadas en el tejido, ya sea por alteraciones
fisiolégicas (en el crecimiento del fruto) o dafos me-
cdnicos (en la recolecta o empaque del fruto) (Visin-
tin et al., 2007).

El control convencional poscosecha de las enfer-
medades causadas por patégenos se realiza a través
de fungicidas de sintesis quimica como imazalil,
tiabendazol y o-fenilfenol (Poppe e al., 2003), flu-
dioxonil, pirimetanilo o diferentes mezclas de estos
compuestos (Ismail y Zhang, 2004). Estos productos
presentan inconvenientes con impactos negativos en
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the in vivo and in vitro control as the treated fruits showed no

contamination with P digitatum at 7 and 14 days.

Key words: essential oils, Citrus sinensis, cinnamon, clove,

inhibitory effect, Penicillium digitatum.
INTRODUCTION

itrus fruits are one of the most widely

produced fruits in the world because of their

flavor, nutrients, and widespread availability
(Liu ez al., 2012). Because of their high content of
water and nutrient composition, citrus fruits are
susceptible to infection by microbial pathogens
during the period between harvest and consumption
(Tripathi and Dubey, 2003) because they are stored
before reaching the market; and therefore, the final
consumer. The storage period is the critical time
for the conservation of citrus fruits because of the
biotic and abiotic stress conditions to which they are
subjected (Marcet-Houben ez 4/., 2012). Among the
main factors that trigger biotic stress are post-harvest
diseases, which are one of the main challenges of the
global citrus industry, so its control is one of the most
important aspects in marketing.

Among post-harvest losses, 80% are attributed
to fungal infections that cause fruit rot. Penicillium
digitatum Sacc. is the cause of the disease known as
“green rot”, which greater incidence and severity is in
citrus fruits (Fogliata ez 4/., 2000). Fruits are infected
by lesions caused in the tissue, either by physiological
alterations (in the fruit growth) or mechanical
damages (in the fruit harvest or packing) (Visintin
et al., 2007).

Conventional post-harvest control of diseases
caused by pathogens is done through chemically
synthesized fungicides such as imazalil, thiabendazole
and o-phenylphenol (Poppe et al, 2003),
fludioxonil, pyrimethanil or different mixtures of
these compounds (Ismail and Zhang, 2004). These
products have drawbacks with negative impacts on
health and the environment, and the restrictions
imposed by international markets are greater than
the maximum limits for chemical residues and the
development of resistance to diseases (Holmes and
Eckert, 1999). Therefore, the challenge is to develop
alternative strategies that pose less risk to health
and the environment for the control of post-harvest
diseases in citrus fruits.
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la salud y el ambiente, y las restricciones impuestas
por los mercados internacionales son mayores a los
limites mdximos de residuos quimicos y el desarro-
llo de resistencia a enfermedades (Holmes y Eckert,
1999). Por lo tanto, el desafio es desarrollar estrate-
gias alternativas que representen menos riesgo para la
salud y el ambiente para el control de enfermedades
poscosecha en citricos.

En afos recientes se ha dedicado atencién espe-
cial a la explotacién de los productos de las plantas
superiores como nuevos fungicidas botdnicos para el
manejo de enfermedades en citricos. Mds de 1340
especies de plantas son fuentes potenciales de com-
puestos antimicrobianos, y alrededor de 10 000
metabolitos secundarios tienen definicién quimica
como antimicrobianos (Tripathi y Dubey, 2003). Los
aceites esenciales son compuestos naturales, voldtiles
y complejos conocidos por sus propiedades antimi-
crobianas, antioxidantes y medicinales (Bakkali ez
al., 2008). En consecuencia, la investigacion de sus-
tancias bioactivas de origen vegetal para desarrollar
fungicidas se ha intensificado. Un conjunto amplio
de aceites esenciales de plantas (Daferera ez 4/., 2000;
Goémez-Sdnchez y Lépez-Malo 2009; Louhibi ez al.,
2016) se han probado in vitro e in vivo para detectar
la actividad antifiingica sobre una amplia variedad de
hongos fitopatégenos.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue eva-
luar in vitro e in vivo el efecto inhibitorio de aceites
esenciales de albahaca, canela, clavo, guandbana, jen-
gibre, menta, orégano, romero y salvia con diferentes
concentraciones y por tres métodos de inoculacién
en medio de cultivo, sobre el desarrollo de una cepa
nativa de P. digitatum aislada de naranja dulce, como
posibles controladores de la podredumbre verde cau-
sada por este microorganismo.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento

Las cepas de P digitatum se aislaron de naranja dulce (Cizrus
sinensis Osbeck) procedentes de seis localidades en Puerto Rico
(Cuadro 1). Los frutos se lavaron y desinfectaron con NaCIO al
1% en agua bidestilada durante 5 min y se enjuagaron con agua
destilada. Una vez finalizado el proceso de desinfeccién, con una
asa bacteriolégica se tomaron muestras y se sembraron en placas

de agar papa dextrosa (PDA), a 25 + 2 °C durante 7 d.

In recent years special attention has been given
to the exploitation of higher plant products as
new botanical fungicides for disease management
in citrus fruits. More than 1340 plant species are
potential sources of antimicrobial compounds,
and about 10 000 secondary metabolites are
chemically defined as antimicrobials (Tripathi and
Dubey, 2003). Essential oils are natural, volatile and
complex compounds known for their antimicrobial,
antioxidant and medicinal properties (Bakkali ez a/.,
2008). As a result, research on bioactive substances
of plant origin to develop fungicides has intensified.
A wide range of plant essential oils (Daferera er
al., 2000; Gémez-Sdnchez and Lépez-Malo 2009;
Loubhibi ez al., 2016) have been tested i vitro and in
vivo to detect antifungal activity on a wide variety of
phytopathogenic fungi.

Therefore, the aim of this study was to evaluate
in vitro and in vivo the inhibitory effect of essential
oils of basil, cinnamon, clove, soursop, ginger,
mint, oregano, rosemary and sage with different
concentrations and by three methods of inoculation
in culture medium, on the development of a native
strain of P digitatum isolated from sweet orange,
as possible controllers of green rot caused by this
microorganism.

MATERIALS AND METHODS

Isolation

P digitatum strains were isolated from sweet orange (Citrus
sinensis Osbeck) from six locations in Puerto Rico (Table 1). The
fruits were washed and disinfected with 1% NaCIO in double-
distilled water for 5 minutes and rinsed with distilled water.
Once the disinfection process was finished, samples were taken
with an inoculation loop and planted in potato dextrose agar

plates (PDA), at 25 + 2 °C for 7 days.
Morphological characterization of the isolates

For the identification of each isolate a colony was selected
and with a sterile loop a fragment was extracted and deposited
on a slide containing a drop of sterile water. Then a coverslip
was placed gently pressed to disperse the inoculum and observed
under the optical microscope at 40x to make observations about
the microscopic morphology and discard contamination. Once

this process was completed, the uncontaminated isolates were
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Cuadro 1. Localidades de Puerto Rico donde se cultiva Citrus si-

nensis Osbeck.

Table 1. Locations in Puerto Rico where Citrus sinensis Osbeck is

cultivated.

Localidad

Localizacién geografica

Altitud (m)

Adjuntas 18° 9°46” N

Barranquitas 18°1112” N
Guayanilla 18 I’ 9N
Moca 18°23 4” N
Las Marfas 18°15 5" N
Orocovis 18°13° 37" N

66° 4320”7 O 504
66°18 23" O 601
66° 47’317 O 49
67° 648”0 76
66° 59" 36" O 218
66°23°28” O 505

Caracterizacién morfoldgica de los aislamientos

Para la identificacién de cada aislado se selecciond una colo-
nia y con una asa estéril se extrajo un fragmento que se deposi-
t6 sobre un portaobjetos que contenfa una gota de agua estéril,
luego se colocé un cubreobjetos, se presiond suavemente para
dispersar el inéculo y se observé bajo el microscopio ptico a 40x
para realizar observaciones acerca de la morfologfa microscépica
y descartar contaminaciones. Una vez finalizado este proceso los
aislados que no presentaron contaminacién se resembraron en
agar papa dextrosa (BD, N. J., EE.UU.), a25 + 2 °C por 7 d.

Transcurrido el tiempo de incubacién se procedié a realizar
microcultivos, los cuales se examinaron cada dia y al observar
crecimiento se retiraron con cuidado los cubreobjetos con pinzas
estériles, se colocaron en un portaobjetos con una gota de azul
de lactofenol, se observaron al microscopio éptico a 40x, y los
aislados se identificaron morfolégicamente con claves taxonémi-
cas de Barnett y Hunter (1998). Después se seleccionaron los
aislados con clave CG1-CG3 (cultivos Guayanilla # 1-3) para su
conservacién en viales criogénicos (—80 °C en glicerol al 10%)
e identificacién molecular porque fueron los primeros que com-
pletaron el proceso de caracterizacién y purificaciéon. Al demos-
trar morfolégicamente que todos los aislados eran P digitatum se
seleccioné un aislado de Guayanilla clave GPD-1 para su identi-

ficacién molecular.
Identificacién molecular

Para la extraccién del ADN se utilizé el micelio de una co-
lonia crecida durante 3 d en caldo papa dextrosa (BD, N. J,,
EE.UU.). El ADN se extrajo con la técnica Cloroformo- Octanol
(Reader y Broda, 1985) a partir de micelio fresco obtenido de un
cultivo de 48 h de incubacién a 26 °C y una agitacién de 250
rpm (New Brunswick Scientific, N. J., EE.UU.). Un fragmen-
to de las regiones internas ITS1 e ITS4 (espaciadores internos

transcritos) se amplificé entre los genes ribosomales (ADNr) 18S
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reseeded on dextrose potato agar (BD, N. J., USA), at 25 +
2°Cfor7d.

After the incubation time, microcultures were made, which
were examined every day and when growth was observed, the
cover slides were carefully removed with sterile tweezers, placed
on a slide with a drop of lactophenol blue, observed under
the optical microscope at 40x, and the isolates were identified
morphologically with taxonomic keys by Barnett and Hunter
(1998). Isolates with CG1-CG3 key (Guayanilla # 1-3 cultures)
were then selected for preservation in cryogenic vials (=80 °C
in 10 % glycerol) and molecular identification because they
were the first to complete the characterization and purification
process. By demonstrating morphologically that all isolates were
P digitatum, a key GPD-1 isolate from Guaynilla was selected for

molecular identification.
Molecular identification

The mycelium of a colony grown for 3 days in potato
dextrose broth (BD, N. J., USA) was used for DNA extraction.
The DNA was extracted with the Chloroform-Octanol technique
(Reader and Broda, 1985) from fresh mycelium obtained from
a 48 h incubation culture at 26 °C and 250 rpm shaking (New
Brunswick Scientific, N. J., USA). A fragment of the ITS1 and
ITS4 (internal transcribed spacers) internal regions was amplified
between the ribosomal genes (rDNA) 18S - 5.8S and 5.8S - 28S
by using the primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGG- 3’)
/TTS2 (5°-TCCTCCGCTTGATATGC-3’) (White ez al., 1990).

The PCR product was obtained using the Promega GoZaq
DNA Polymerase system (Cat. M3005) and the reaction mixture
was prepared with the following concentrations: 10 uL Go7Zag
Buffer (1X, 2 um MgCl,), 0.5 uL of dinucleotide triphosphates
(200 um), 0.5 uL of GoZag Polymerase (2U), 2 uL of each
primer (0.2 uM), 2 uL of the DNA tempering (200 ng) and
33 uL of sterile milliQ water, for a total volume of 50 uL. The

amplifications were performed in a thermal cycler (Labnet
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-5.8Sy5.8S - 28S al utilizar los iniciadores ITS1 (5°-TCCGTA-
GGTGAACCTGCGG- 3) / ITS2 (5-TCCTCCGCTTATT-
GATATGC-3’) (White et al., 1990).

El producto de PCR se obtuvo con el sistema Promega Go-
Tag DNA Polymerase (Cat. M3005) y la mezcla de reaccién se
preparé con las siguientes concentraciones: 10 uL de GoTag
Buffer (1X, 2 um MgClz), 0.5 uL de dinucledtidostrifosfatados
(200 um), 0.5 uL de GoZag Polymerase (2U), 2 uL de cada
iniciador (0.2 uM), 2 uL del templado de ADN (200 ng) y
33 uL de agua mili-Q estéril, para un volumen total de 50 uL.
Las amplificaciones se realizaron en un termociclador (Labnet
Optimax Modelo: TC9610) con un ciclo inicial de 5 min a
72 °C, y 35 ciclos que comprendieron una desnaturalizacién a 95 °C
por 1 min, alineamiento a 59 °C por 1 min, y extensién a 72 °C
por 1.5 min, y un ciclo de extensién final a 72 °C por 10 min.

Las amplificaciones se verificaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1% preparado con amortiguador Tris - Ace-
tato - EDTA 1X y corrido en el mismo amortiguador a 87 V
aproximadamente 1 hora. El producto de PCR obtenido con los
iniciadores I'TS 1 /ITS 4 se purificé con el sistema QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen Cat. 28706). Las muestras se enviaron a
EurofinsScientific® (Huntsville, AL) para secuenciarlas median-
te electroforesis capilar. La secuencia de nucledtidos obtenida
se comparé con una buisqueda de secuencias homdélogas con el
algoritmo BLASTX?, en la base de datos del banco de genes del
NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://
www.ncbi.nlm.nih.gov).

La historia evolutiva se dedujo con el método de agrupa-
miento de pares con la media aritmética no ponderada (UPG-
MA). El drbol filogenético se dibujé a escala, con longitudes de
rama en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas
utilizadas para inferir el drbol filogenético. Las distancias evolu-
tivas se calcularon con el método de mdxima probabilidad com-
puesta y estén en las unidades del nimero de sustituciones de
base por sitio. El andlisis involucré 27 secuencias de nucleétidos.
Todas las posiciones que contenfan vacios y datos perdidos se
eliminaron. Existe un total de 471 posiciones en el conjunto de
datos final. Los andlisis evolutivos se realizaron en el programa

MEGA v.7. (Badaluddin ez 4l., 2018.).
Ensayos de inhibicién

Los aceites esenciales utilizados se adquirieron en Edens Gar-
den® (San Clemente, CA, EE.UU.), los cuales de acuerdo con
las especificaciones del fabricante tienen un grado de pureza del
100%, libres de aditivos y se extraen por las técnicas de destila-

cién por arrastre de vapor y prensado en frio (Cuadro 2).

Optimax Model: TC9610) with an initial cycle of 5 minutes at
72 °C, and 35 cycles comprising denaturation at 95 °C for 1
minute, alignmentat 59 °C for 1 minute, and extension at 72 °C for
1.5 minute, and a final extension cycle at 72 °C for 10 minutes.

Amplifications were verified by electrophoresis in a 1%
agarose gel prepared with Tris-Acetate-Edta 1X buffer and run
on the same buffer at 87 V for approximately 1 hour. The PCR
product obtained with ITS 1 /ITS 4 primers was purified with
the QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen Cat. 287006) system.
The samples were sent to Eurofins Scientific® (Huntsville, AL) for
sequencing by capillary electrophoresis. The nucleotide sequence
obtained was compared with a search for homologous sequences
with the BLASTX ? algorithm, in the NCBI gene bank database
(National Center for Biotechnology Information, http:// www.
ncbi.nlm.nih.gov).

The evolutionary history was deduced with the unweighted
pair grouping method with arithmetic mean (UPGMA). The
phylogenetic tree was drawn to scale, with branch lengths in
the same units as the evolutionary distances used to infer the
phylogenetic tree. The evolutionary distances were calculated
with the maximum compound probability method and
expressed in the units of the number of base substitutions per
site. The analysis involved 27 nucleotide sequences. All positions
that contained gaps and missing data were eliminated. There is
a total of 471 positions in the final data set. The evolutionary
analyses were performed in the MEGA v.7 program (Badaluddin
etal., 2018).

Inhibition tests

The essential oils used were purchased from Edens
Garden® (San Clemente, CA, USA), which according to the
manufacturer’s specifications are 100% pure, additive-free and
extracted through the techniques of steam distillation and cold

pressing (Table 2).
Preparation of the inoculum

Penicillium digitatum was cultivated on potato dextrose agar
plates at 25 + 2 °C for 7 d. Then a spore suspension was prepared
by adding 10 mL of Tween 80 at 0.1 (v/v) (Sigma Aldrich, St.
Louis MO, USA) to each plate. The spores were removed from
the mycelium with a sterile glass rod. The suspension obtained
was transferred to a sterile test tube and its concentration
determined, which was adjusted in a Neubauer chamber to 1 x
10° spores mL ™" (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA) until its use

in in vitro and in vivo tests.
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Cuadro 2. Aceites utilizados para los ensayos de inhibicién sobre Penicillium digitatum.
Table 2. Oils used for the inhibition tests on Penicillium digitatum.

Nombre comiin Nombre cientifico Familia Parte utilizada
Albahaca Ocimum basilicum L. Lamiaceae Hoja
Canela Cinnamomum zeylanicum J Presl. Lauraceae Corteza y hoja
Clavo Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry Mpyrtaceae Capullo, brote
Guandbana Annona muricata L. Annonaceae Hoja
Jengibre Zingiber officinale Rosc. Zingiberaceae Raices
Menta Mentha piperita L. Lamiaceae Toda la planta
Orégano Origanum vulgare L. Lamiaceae Hoja y tallo
Romero Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae Hoja
Salvia Salvia officinalis L. Lamiaceae Hoja

Preparacién del inéculo

Penicillium digitatum se cultivé en placas de agar papa dex-
trosa a 25 + 2 °C por 7 d. Después se prepard una suspensién de
esporas, agregando a cada placa 10 mL de Tween 80 al 0.1 (v/v)
(Sigma Aldrich, San Luis MO, EE.UU.). Las esporas se despren-
dieron del micelio con una varilla de vidrio estéril. La suspensién
obtenida se transfirié a un tubo de ensayo estéril y se determiné
su concentracién, la cual se ajusté en una cdmara de Neubauer
a 1 x 10° esporas mL-' (Fisher Scientific, Pittsburgh, EE.UU.)

hasta su suo en las pruebas in vitro e in vivo.
Pruebas de actividad anti fingica in vitro

Las pruebas in vitro con los aceites esenciales y extractos en
contra de P digitatum se dividieron en tres métodos.

El método I fue medir el halo de inhibicién del patégeno en
contra de los diferentes aceites. 1 x 10° esporas mL-! de P. digi-
tatum se inocularon en placas de agar papa dextrosa y se coloca-
ron en la campana de flujo laminar por 1 h. Luego se inocularon
20 uL al 100% (v/v) de cada uno de los aceites o extractos en el
centro de las placas Petri, con un testigo positivo (inoculado) y
uno negativo (sin inocular). Las placas se incubaron 7 d a 25 + 2
°C. Laactividad anti fingica de los extractos o aceites, o ambos,
se evaludé midiendo la zona de inhibicién en milimetros y se con-
virti6 aritméticamente a porcentaje de inhibicién de crecimiento
del hongo respecto al aceite utilizado. Las pruebas se realizaron
por triplicado en al menos tres ocasiones

El método II fue visualizar el crecimiento (tamafio) del pa-
tégeno cuando el aceite o extracto se incorpord previamente en
el medio. De cada uno de los extractos o aceites, o ambos, se
inocularon 1000 uL y 500 uL al 100% (v/v) en placas de PDA
(agar papa dextrosa) antes de que el medio solidificara, y luego se
colocaron en la campana de flujo laminar durante 1 h. Luego se

inocularon 1 x 10° esporas mL~"' de P. digitatum, con un testigo
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In vitro anti-fungal activity tests

‘The in vitro tests with the essential oils and extracts against 22
digitatum were divided into three methods.

Method I was to measure the inhibition halo of the pathogen
against the different oils. 1 x 10° mL-" spores of P digitatum
were inoculated into potato dextrose agar plates and placed in
the laminar flow hood for 1 hour. Then 20 uL were inoculated
at 100% (v/v) from each of the oils or extracts in the center of
the Petri dishes, with one positive (inoculated) and one negative
(uninoculated) control. The plates were incubated for 7 d at 25
+ 2 °C. The anti-fungal activity of the extracts or oils, or both,
was evaluated by measuring the inhibition area in millimeters
and converted arithmetically to growth inhibition percentage
of fungus relative to the oil used. The tests were carried out in
triplicate on at least three occasions.

Method II was to visualize the growth (size) of the pathogen
when the oil or extract was previously incorporated into the
medium. From each of the extracts or oils, or both, 1000 uL
and 500 uL were inoculated at 100% (v/v) into PDA (dextrose
potato agar) plates before the medium solidified, and then placed
in the laminar flow hood for 1 hour. Then 1 x 10° spores mL-" of
P, digitatum were inoculated with one positive (inoculated) and
one negative (uninoculated) control and incubated for 7 d at 25
+ 2 °C. The anti-fungal activity of each of the extracts or oils, or
a mix of both, was assessed by measuring the radial growth in
millimeters. The tests were carried out in triplicate on at least
three occasions.

Method III was to measure the pathogen inhibition halo
against oils at different concentrations. In potato dextrose
agar medium plates, 1 x 10° spores mL-"' of P digitatum were
inoculated before the medium solidified and placed in the
laminar flow hood for 1 hour. The oils or extracts were then
inoculated in the center of the Petri dishes: 5 uL, 20 uL and
100 uL, all from 100% (v/v), one positive (inoculated) and one
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positivo (inoculado) y uno negativo (sin inocular), y se incubé
7 da 25+ 2 °C. La actividad anti fingica de cada uno de los
extractos o aceites, o ambos, se evalué midiendo el crecimiento
radial en milimetros. Las pruebas se realizaron por triplicado en
al menos tres ocasiones.

El método III fue medir el halo de inhibicién del patégeno
en contra de aceites a distintas concentraciones. En placas de me-
dio agar papa dextrosa se inocularon 1 x 10° esporas mL™"de P.
digitatum antes de que el medio solidificara y se colocaron en la
campana de flujo laminar por 1 h. Luego se inocularon los aceites
o extractos en el centro de las placas Petri: SuL, 20uL y 100 uL,
todos a partir de 100% (v/v), se incluyd un testigo positivo (ino-
culado) y uno negativo (sin inocular) y se incubaron a 25 + 2 °C
por 7 d. La actividad anti fingica de los extractos, o aceites, am-
bos, se evalué midiendo el halo de inhibicién en milimetros. Las

pruebas se realizaron por triplicado en al menos tres ocasiones.
Pruebas de actividad anti fangica in vive

Las pruebas in vivo trataron al hongo en su ambiente natural,
solo con el uso de aceites, con resultados superiores al 90% de
inhibicién en los métodos i vitro. Las naranjas dulces se obtu-
vieron en la localidad de Adjuntas a través de un proveedor local
dedicado al cultivo de esa naranja. Los frutos se seleccionaron
de acuerdo con su apariencia (tamafio uniforme, maduros y sin
heridas o dafos al tejido) para minimizar la interferencia de in-
fecciones naturales. Las naranjas se lavaron con agua corriente,
se desinfectaron en NaCIO al 10% por 2 min y se enjugaron 3
min con agua destilada. Las naranjas se secaron 1 h a temperatura
ambiente. Luego se les realizé una incisién en la superficie del
tejido de un tamafo aproximado de 2 cm x 1 ¢cm en cada unay
se infectd cada naranja con 1 x 10° esporas mL~" de P, digitatum,
se secaron 1 h a temperatura ambiente, se vertié 500 uL de aceite
en la incisién realizada, y se colocaron en un ambiente aislado a
25 + 2 °C. Para esta prueba se realizaron nueve repeticiones para
cada aceite (clavo, corteza de canela, hoja de canela y orégano) y
sus respectivos testigos negativos (Naranja sin inocular, Naranja
+ aceite esencial y Naranja + fungicida marca Liqui-Cop“Fresno,
CA, EE.UU.) y positivos (Naranja+ P. digitatum y Naranja +
fungicida Liqui-Cop’ +P. digitatum). Las lecturas de los resulta-

dos se tomaron cada 7 d dos semanas.
Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como valores promedio. Para
verificar la normalidad de los datos se realizé la prueba de Kol-
mogorov-Smirnov, previa transformacién angular de los resulta-
dos para introducirlos en el programa estadistico. Al cumplir con
el pardmetro de normalidad se realizé un ANDEVA y una prueba

de Tukey (p=0.05) para las medias. Los datos se analizaron con

negative (uninoculated) control was included and incubated at
25 + 2 °C for 7 d. The anti-fungal activity of the extracts, oils or
a mix of both, was evaluated by measuring the inhibition halo
in millimeters. The tests were carried out in triplicate on at least

three occasions.
In vivo anti-fungal activity tests

The in wvivo tests treated the fungus in its natural
environment, using only oils, with results above 90% inhibition
in the in vitro methods. The sweet oranges were obtained in
the town of Adjuntas through a local supplier dedicated to
the cultivation of that type of orange. The fruits were selected
according to their appearance (uniform size, ripe and without
wounds or tissue damage) to minimize the interference of natural
caused infections. The oranges were washed with running water,
disinfected in 10% NaCIO for 2 min and rinsed for 3 min
with distilled water. The oranges were dried for 1 hour at room
temperature. Then, an incision of approximately 2 cm x 1 cm
was made in the surface of the tissue in each one and each orange
was infected with 1 x 10% spores mL~" of 2 digitatum, dried for 1
h at room temperature, 500 1L of oil were poured in the incision
made, and placed in an isolated room at 25 + 2 °C. For this
test nine replicates were performed for each oil (clove, cinnamon
bark, cinnamon leaf, and oregano) and their respective negative
(Uninoculated Orange, Orange + Essential Oil, and Orange +
Liqui-Cop” brand fungicide, CA, USA) and positive (Orange
+ P digitatum and Orange + Liqui-Cop brand fungicide +2
digitatum) controls. Results readings were taken every 7 d for

two weeks.
Statistical Analysis

The results were expressed as average values. In order to
verify the normality of the data, the Kolmogorov-Smirnov test
was performed before the results were angularly transformed
and entered into the statistical program. When the normality
parameter was met, an ANOVA and a Tukey test (p=<0.05)
were performed for the means. The data were analyzed with the
program IBM SPSS’ v.19 Inc., New York, USA. The experiments

were performed in triplicate and repeated at least three times.

RESULTS AND DISCUSSION

The comparative analysis of the ITS1-ITS4
sequence of amplifitd DNA was 550 bp and
showed maximum identity with ITS sequences
of several P digitatum isolates. The P digitatum
sequence obtained with the ITS1 primer showed
99% identity and 100% coverage with sequences
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el programa IBM SPSS° v.19 Inc., Nueva York, EE.UU. Los ex-
perimentos se realizaron por triplicado y se repitieron al menos

en tres ocasiones.
RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis comparativo de la secuencia ITS1-
ITS4 de ADN amplificado fue de 550 pb y mostrd
identidad mdxima con secuencias I'TS de varios ais-
lamientos de P digitatum. La secuencia de P digita-
tum obtenida con el iniciador (primer) I'TS1 mostrd
identidad del 99% y cobertura del 100% con secuen-
cias correspondientes a P digitatum (Gen Bank no.
acceso KX394552.1, KY944995.1, KY859376.1,
KY558584.1, KU375675.1). La secuencia del frag-
mento amplificado se deposité en la base de datos
del NCBI con el niimero de acceso MF509814.1.
La secuencia de P digitatum obtenida con el inicia-
dor ITS4 mostré identidad del 99% y cobertura del
100% con secuencias correspondientes a P digitatum
(Gen Bank no. acceso KY858376.1, AY924259.1,
AB479307.1, AF455394.1, AU373910.1) (Figura 1).

corresponding to P digitatum (Gen Bank access
no. KX394552.1, KY944995.1, KY859376.1,
KY558584.1, KU375675.1). The sequence of the
amplified fragment was deposited in the NCBI
database under access number MF509814.1. The
digitatum sequence obtained with the I'TS4 initiator
showed 99% identity and 100% coverage with
sequences corresponding to P digitatum (Gen Bank
access no. KY858376.1, AY924259.1, AB479307.1,
AF455394.1, AU373910.1) (Figure 1).

In inhibition tests with Method I, only oils of
basil, cinnamon leaf and bark, clove and oregano
showed antifungal activity on P digitatum, while
oils of soursop, ginger, mint, rosemary and sage did
not, as they allowed the growth of the pathogen in
the whole test plate. The oil of oregano completely
inhibited the growth of the fungus (Table 3).
Regarding Method 11, the oils of clove, cinnamon leaf
and bark, and oregano at a concentration of 500 and
1000 uL incorporated into the medium, completely
inhibited the growth of the pathogen, while the
other oils showed varying mycelial inhibition values

F455394.1 Penicillum digitatum isolate wb600
F033471.1 Penicillum digitatum strain NRRL786
B479307.1 Penicillum digitatum strain: CBS136.65
Q850929.1 Penicillum digitatum strain M2
N942856.1 Penicillum digitatum strain DAOM226630
F990148.1 Penicillum digitatum strain LCC32

Penicillum digitatum

F367511.1 Penicillum sp. 13BRO-2013
J834506.1 Penicillum digitatum strain CBS112082
Y373910.1 Penicillum digitatum strain FRR1313
— [KT224825.1 Penicillum digitatum isolate S47
859376.1 Penicillum digitatum isolate 135N1
944995.1 Fungal sp. isolate SA1
| KX394552.1 Penicillum digitatum isolate 10a
G0999268.1 Uncultured fungus clone LX042399-122-056-G04
—[KX066023.1 Penicillum digitatum strain JCP23
HQG637381.1 Penicillum digitatum isolate Gbcitrico

KY439024.1 Penicillum nalgiovense strain 2S
[ KX243331.1 Penicillum solilum isolate RS1
U982598.1 Penicillum polonicum isolate DPL
_— 68358.1 Penicillum polonicum clone NS18
P794196.1 Penicillum polonicum isolate 87.2
P794156.1 Penicillum polonicum isolate 180B

X139707.1 Penicillum polonicum strain PU-05
424573.1 Penicillum sp. strain SF-6340
958076.1 Penicillum solitum isolate 25R-4-FO01

KF494148.1 Penicillum polonicum isolate TVD

I I I 1
0.0100 0.0080 0.0060 0.0040 0.0020 0.0000

Figura 1. Relaciones evolutivas entre taxones para Penicillium digitatum.
Figure 1. Evolutionary relationships between taxa for Penicillium digitatum.
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En las pruebas de inhibicién con el método I solo
los aceites de albahaca, hoja y corteza de canela, cla-
vo y orégano mostraron actividad antifiingica sobre
P. digitatum, mientras que los aceites de guandbana,
jengibre, menta, romero y salvia no la mostraron,
pues permitieron el crecimiento del patégeno en la
totalidad de la placa de ensayo. El aceite de orégano
inhibié por completo el crecimiento del hongo (Cua-
dro 3). Respecto al método II, en una concentracién
de 500y 1000 1L de aceite incorporado al medio, los
aceites de clavo, hoja y corteza de canela, y orégano
inhibieron por completo el crecimiento del patége-
no, mientras que los demds aceites mostraron valores
de inhibicién micelial variables en una concentracién
de 1000 uL de aceite. En la concentracién de 500 uL,
el aceite de menta mostré un ligero efecto sobre el
hongo, pero los aceites de albahaca, guandbana, jen-
gibre, romero y salvia no mostraron ningtin efecto y
permitieron el crecimiento del hongo en toda la placa
(Cuadro 4).

En el método III con 100 uL de cada uno de los
aceites de clavo, corteza de canela, hoja de canela y
orégano, estos mostraron 90% de efecto inhibitorio;
mientras que en las concentraciones de 5 y 20 uL
el efecto inhibitorio se mantuvo en un intervalo de
49.68 a 66.59%. El aceite de orégano fue el dnico
que mostréd un 90% de inhibicién del crecimiento
micelial de P. digitatum en las tres concentraciones
(Cuadro 4).

Los resultados 77z vivo mostraron diferencias res-
pecto a los métodos in vitro, ya que con el aceite de
hoja de canela, el 11% de los frutos tratados presen-
t6 un leve crecimiento de P. digitatum en su super-
ficie. Sin embargo, no se pudo medir debido a un
crecimiento no uniforme. A los 14 d este crecimien-
to pudo medirse y alcanzé 3 cm en la superficie del
fruto (Figura 2). Con el aceite de corteza de canela el
11% de los frutos tratados a los 7 d mostré un creci-
miento promedio de 1 cm de P. digitatum, y el 60%
tuvo un crecimiento promedio de 2.87 cm alos 14 d
(Figura 3). Mientras que en el aceite de orégano solo
el 11% de los frutos tratados a los 14 d mostré un
crecimiento abundante, no uniforme, en la incisién
y en la superficie del fruto (Figura 4). Respecto al
aceite de clavo ninguno de los frutos mostré conta-
minacién por P. digitatum alos 7 o 14 d (Figura 5).

En nuestro estudio se utilizaron diferentes méto-
dos de inoculacién in vitro asi como pruebas iz vivo
para comprobar la efectividad de aceites esenciales

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
de Penicillium digitatum para cada uno de los
aceites esenciales probados por medio de dos mé-
todos de inoculacién.

Table 3. Percentage of mycelial growth inhibition of Penicil-

lium digitatum for each of the essential oils tested by
two inoculation methods.

Aceite Método I 1000 ﬂl\I/fetOdO HS 00 4L
Albahaca 77.15d 33.22 ¢ 0.0
Hoja de canela 61.71c 100 e 100
Corteza de canela 46.34 b 100 e 100
Clavo 51.24 b 100 e 100
Guandbana 0.0a 17.05a 0.0
Jengibre 0.0a 18.55b 0.0
Menta 0.0 a 67.72d 0.0
Orégano 100 e 100 e 100
Romero 0.0a 14.96 a 0.0
Salvia 0.0 a 22.52b 0.0

Valores medios con letra distinta indican diferencia estadistica
(Tukey p=<0.05) % Means with different letters indicate statisti-
cal difference (Tukey p=<0.05).

at a concentration of 1000 uL of oil. At the 500 uL
concentration, mint oil showed a slight effect on the
fungus, but oils of basil, soursop, ginger, rosemary
and sage showed no effect and allowed the fungus to
grow throughout the plate (Table 4).

In Method III, with 100 uL of each of the oils of
clove, cinnamon bark, cinnamon leaf and oregano,
they showed 90% inhibitory effect; while in the
concentrations of 5 and 20 uL the inhibitory effect

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
de Penicillium digitatum en tres concentraciones
diferentes de aceites esenciales.

Table 4. Percentage of mycelial growth inhibition of Penicil-

lium digitatum in three different concentrations of
essential oils

Aceite Meétodo II1
5uL 20 uL 100 uL
Clavo 61.98b 54.21 a 90
Corteza de canela 54.41a 51.25a 90
Hoja de canela 66.59 b 49.68 a 90
Orégano 90 ¢ 90 b 90

Valores medios con letra distinta indican diferencia estadistica
(Tukey p=<0.05) ¢ Means with different letters indicate statisti-
cal difference (Tukey p=<0.05).
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7 dias 14 dias

7 dias 14 dias

Figura 2. Pruebas iz vivo con Penicillium digitatum y aceite de hoja de canela. Claves testigo negativo: (1.ab) Naranja sin ino-
cular, (1.cd) Naranja + fungicida, (1.ef ) Naranja+ aceite de hoja de canela. Claves testigo positivo: (2.ab) Naranja+ P
digitatum, (2.cd) Naranja+ fungicida+ Penicillium digitatum. Claves Tratamiento: (3.ab) Naranja + aceite de hoja de

canela.

Figure 2. In vivo tests with Penicillium digitatum and cinnamon leaf oil. Negative control keys: (1.ab) Uninoculated Orange,
(1.cd) Orange + fungicide, (1.ef) Orange + cinnamon leaf oil. Positive control keys: (2.ab) Orange+ P. digitatum,
(2.cd) Orange+ fungicide+ P. digitatum. Treatment keys: (3.ab) Orange + cinnamon leaf oil.

7 dias 14 dias

14 dias

Figura 3. Pruebas in vivo con Penicillium digitatum y aceite de corteza de canela. Claves testigo negativo: (1.ab) Naranja sin ino-
cular, (1.cd) Naranja + fungicida, (1.ef) Naranja+ aceite de corteza de canela. Claves testigo positivo: (2.ab) Naranja+
Penicillium digitatum, (2.cd) Naranja+ fungicida+ Penicillium digitatum. Claves tratamiento. (3.ab) Naranja + aceite

de corteza de canela.

Figure 3. In vivo tests with Penicillium digitatum and cinnamon bark oil. Negative control keys: (1.ab) Uninoculated orange,
(1.cd) Orange + fungicide, (1.ef) Orange + cinnamon bark oil. Positive control keys: (2.ab) Orange+ P, digitatum,
(2.cd) Orange+ fungicide+ P, digitatum. Treatment keys. (3.ab) Orange + cinnamon bark oil.

de plantas sobre el desarrollo de P. digizatum. Los
resultados de las pruebas iz vitro mostraron que los
aceites de clavo, hoja y corteza de canela y orégano
mostraron efectividad contra P. digitarum, hasta llegar
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remained in the range of 49.68 to 66.59%. Oregano
oil was the only one that showed 90% inhibition
of mycelial growth of P digitatum in all three
concentrations (Table 4).
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7 dias 14 dias

7 dias 14 dias

Figura 4. Pruebas in vivo con Penicillium digitatum y aceite de orégano. Claves testigo negativo: (1.ab) Naranja sin inocular,
(1.cd) Naranja + fungicida, (1.ef) Naranja+ aceite de orégano. Claves testigo positivo: (2.ab) Naranja+ Penicillium digi-
tatum, (2.cd) Naranja+ fungicida+ Penicillium digitatum. Claves tratamiento. (3.ab) Naranja + aceite de orégano.

Figure 4. In vivo tests with Penicillium digitatum and oregano oil. Negative control keys: (1.ab) Uninoculated orange, (1.cd)
Orange + fungicide, (1.ef) Orange + oregano oil. Positive control keys: (2.ab) Orange+ P. digitatum, (2.cd) Orange+
fungicide+ P digitatum. Treatment keys. (3.ab) Orange + oregano oil.

7 dias  l4dias

7 dias 14 dias

Figura 5. Ensayos in vivo con P. digitatum y aceite de clavo. Claves control negativo: (1.ab) Naranja sin inocular, (1.cd), Naranja
+ fungicida, (1.ef ) Naranja+ aceite de clavo. Claves control positivo: (2.ab) Naranja+ P digitatum, (2.cd) Naranja+
fungicida+ P digitatum. Claves tratamiento: (3.ab) Naranja + aceite de clavo.

Figure 5. In vivo tests with Penicillium digitatum and clove oil. Negative control keys: (1.ab) Uninoculated orange, (1.cd), Or-
ange + fungicide, (1.ef ) Orange + clove oil. Positive control keys: (2.ab) Orange+ P, digitatum, (2.cd) Orange+ fungi-
cide+ P, digitatum. Treatment keys: (3.ab) Orange + clove oil.

a actuar como fungicidas, mientras que el aceite de
menta mostré efectividad como fungistdtico. Estos
resultados coinciden con los reportados por Khorram
et al. (2018), quienes sefalaron que, en pruebas in
vitro con una cepa de P. digitatum en una concen-
tracién de 500 uL de aceite esencial de canela, lo-
graron inhibir el crecimiento micelial del hongo en

The in vivo results showed differences from the
in vitro methods, since with the cinnamon leaf oil,
11% of the treated fruits showed a slight growth of
P digitatum on their surface. However, it could not
be measured due to non-uniform growth. At 14 d,
this growth could be measured and reached 3 cm on
the fruit surface (Figure 2). With cinnamon bark oil
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un 100%. Ademds, Yahyazadeh ez /. (2008) mos-
traron la inhibicién del crecimiento de P. digitatum
en pruebas iz vitro en concentraciones de 600 uL de
aceite esencial de clavo.

En el mundo se ha probado la eficacia de diferen-
tes aceites esenciales sobre P. digitatum, con métodos
in vitro e in vivo, los cuales difieren notablemente
entre ellos en la metodologia especifica para reali-
zarlos. En nuestro estudio es importante enfatizar
las diferencias entre los diversos métodos utilizados.
Por ejemplo en los métodos I y III, el compuesto se
aplicé en el centro y, por lo tanto, hubo un gradiente
en la concentracién del compuesto de prueba desde
el centro hasta el borde de la placa de Petri. Esto sig-
nifica que el resultado dependié de la habilidad del
compuesto de difundirse en el agar y de la solubilidad
del compuesto en el agua (Rodov ez al., 2011).

Lo anterior podria explicar por qué hubo varia-
ciones en la inhibicién del crecimiento de P. digita-
tum en el método III, ya que en el aceite de orégano
el porcentaje de inhibicién se mantuvo constante en
las tres concentraciones (5, 20 y 100 uL) a diferencia
de los otros tres aceites (aceites de clavo, corteza de
canela y hoja de canela), lo cual indicarfa una mejor
habilidad por el aceite de orégano para difundirse en
el medio. Respecto al método 1II al estar previamen-
te difundido cada uno de los aceites en el medio, el
porcentaje de inhibicién fue 100% en ambas concen-
traciones (500 y 1000 uL) para los aceites de canela,
clavo y orégano, lo cual demuestra que el método de
inoculacién del compuesto si afecta la actividad inhi-
bitoria sobre P. digitatum.

De acuerdo con los andlisis cromatogréficos pro-
porcionados por el fabricante, los aceites de clavo y
hoja de canela tienen como activo principal al eu-
genol, mientras que la corteza de canela presenta al
cinamaldehido como compuesto principal y el aceite
de orégano al carvacrol. Ben-Arfa e al. (2006) in-
formaron que el carvacrol tiene 3.52 como valor de
log P (la medida del comportamiento de particién
de los compuestos lipofilicos en octanol / agua y en
su particion en las membranas microbianas citoplds-
micas). El carvacrol resulta un compuesto antimi-
crobiano eficiente ya que los compuestos lipofilicos
poseen una alta afinidad por las membranas celulares,
y sus inserciones inducen cambios en las propiedades
fisico-quimicas de la membrana.

Todo ello significa que las interacciones entre los
compuestos antimicrobianos y las membranas celu-
lares afectan el ordenamiento de los lipidos y la

220 VOLUMEN 54, NUMERO 2

11% of the fruits treated at 7 d showed an average
growth of 1 cm of P digitatum, and 60% had an
average growth of 2.87 cm at 14 d (Figure 3). While
in oregano oil only 11% of the fruits treated at 14
d showed abundant, non-uniform growth at the
incision and on the fruit surface (Figure 4). In clove
oil none of the fruits showed contamination by 2
digitatum at 7 or 14 days (Figure 5).

In our study we used different methods of i
vitro inoculation as well as iz vivo tests to test the
effectiveness of plant essential oils on the development
of P digitatum. The results of the in wvitro tests
showed that oils of clove, cinnamon leaf and bark
and oregano were effective against P digitatum, even
acting as fungicides, while mint oil was effective as
a fungistatic. These results match those reported
by Khorram ez al. (2018), who indicated that they
were able to inhibit mycelial growth of the fungus
by 100% in in vitro tests with a strain of P digitatum
in a concentration of 500 u#L of cinnamon essential
oil. In addition, Yahyazadeh ez 4/ (2008) showed
growth inhibition of P digitatum in in vitro tests at
concentrations of 600 uL of clove essential oil.

The effectiveness of different essential oils on P
digitatum has been tested worldwide, with in vitro
and in vivo methods, which differ significantly from
each other in the specific methodology used to make
them. In our study, it is important to emphasize
the differences between the various methods used.
For example, in Methods I and III, the compound
was applied at the center and therefore there was a
gradient in the concentration of the test compound
from the center to the edge of the Petri dish. This
means that the result depended on the ability of the
compound to diffuse on agar and the solubility of the
compound in water (Rodov ez al., 2011).

This could explain why there were variations in
the growth inhibition of P digitatum in Method
I1I, since in oregano oil the percentage of inhibition
remained constant at all three concentrations (5,
20, and 100 uL) unlike the other three oils (clove,
cinnamon bark, and cinnamon leaf oils), which
would indicate a better ability for oregano oil to
diffuse into the medium. Regarding Method II,
since each of the oils was previously diffused in the
medium, the percentage of inhibition was 100%
in both concentrations (500 and 1000 uL) for the
cinnamon, clove and oregano oils. This fact shows
that the method of inoculation of the compound
does affect the inhibitory activity on P digitatum.
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estabilidad de la bicapa, y como resultado disminu-
ye la integridad de la membrana y aumenta el flujo
pasivo de protones a través de ella. Este efecto se ha
informado en compuestos con un log P mayor que
3, como el carvacrol, mientras que el eugenol mostré
un log P de 2.73, el cual lo hizo menos eficaz (Ben-
Arfa et al., 2006).

Los aceites de albahaca, guandbana, jengibre,
menta, romero y salvia fueron los menos activos so-
bre P. digitatum entre los métodos evaluados. Para el
aceite de romero y salvia se reporta al 1,8 - cineol y
a-tujona como componentes principales. El 1, 8-ci-
neol, también conocido como eucaliptol, es un com-
puesto presente en las hojas de diversas especies de
eucalipto, mientras que el @-tujona es el componen-
te principal de la salvia (Porte ez al., 2013). Ambos
compuestos, eucaliptol y a-tujona, no tienen activi-
dad sobre P. digitatum (Yahyazadeh et al., 2008) pero
si sobre Alternaria sp. (Cazar et al., 2014) y Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Esche-
richia coli'y Staphylococcus aureus (Porte et al., 2013).

Es dificil atribuir la actividad biolégica de mezclas
naturales y complejas, como los aceites esenciales y
extractos acuosos, a un componente particular. Se-
gan Bakkali ez 4/., (2008), los componentes principa-
les reflejan las caracteristicas biofisicas y biolégicas de
los extractos. En el aceite de jengibre usado en este es-
tudio el principal compuesto activo es el zingibereno,
en la albahaca es el linalol, en la menta el mentol y
para el aceite de guandbana no hay un perfil cromato-
grifico de sus compuestos activos. A la albahaca y la
menta se les atribuyen propiedades bactericidas, fun-
gicidas y antioxidantes (Lemos ez al., 2005; Yadega-
rinia et al., 2006). El jengibre tiene como compuesto
activo al zingibereno, un sesquiterpeno con actividad
antimicrobiana sobre Bacillus cereus, Staphylococus
aureus 'y Streptococus faecalis (Visquez- Ribeiro er al.,
2001). Respecto a la guandbana hay pocos estudios
sobre la actividad de su aceite esencial o sus com-
ponentes. Pero Meccia et al. (2015) documentaron
la composicién quimica del aceite esencial de hojas
de guandbana e identificaron 38 compuestos, entre
los cuales transcariofileno (21.3%), germacreno A
(14.2%), germacreno D (8.8%) y a-E-bergamoteno
(7.9%) fueron mayoritarios, y el trans-cariofileno
puro mostré actividad contra Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli 'y Shigella sonnei.

Es importante mencionar que no se conoce un
mecanismo especifico de accién acerca de cémo

According to chromatographic analyses provided
by the manufacturer, clove and cinnamon leaf oils
have eugenol as their main active ingredient, while
cinnamon bark has cinnamaldehyde as its main
compound and oregano oil has carvacrol. Ben-
Arfa et al. (2006) reported that carvacrol has a log
P value of 3.52 (the measure of the partitioning
behavior of lipophilic compounds in octanol/water
and their partitioning in the microbial cytoplasmic
membranes). Carvacrol is an efficient antimicrobial
compound since lipophilic compounds have a high
affinity for cell membranes, and their insertions
induce changes in the physicochemical properties of
the membrane.

All the above means that interactions between
antimicrobial compounds and cell membranes affect
lipid sorting and bilayer stability, and as a result,
membrane integrity is decreased and passive proton
flow through the membrane is increased. This effect
has been reported for compounds with a log P greater
than 3, such as carvacrol, while eugenol showed a log
P of 2.73, which made it less effective (Ben-Arfa ez
al., 2006).

Oils of basil, soursop, ginger, mint, rosemary
and sage were the least active on P digitatum among
the methods evaluated. For rosemary and sage oil
1.8 - cineole and a-tujone are reported as main
components. 1,8-cineole, also known as eucalyptol, is
acompound present in the leaves of several eucalyptus
species, while -tujone is the main component of sage
(Porte ez al., 2013). Both compounds, eucalyptol and
a-tujone, are not active on P digitatum (Yahyazadeh
et al., 2008) but are active on Alternaria sp. (Cazar et
al., 2014) and Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus (Porte et al., 2013).

It is difficult to attribute the biological activity
of natural and complex mixtures, such as essential
oils and aqueous extracts, to a particular component.
According to Bakkali ez al, (2008), the main
components reflect the biophysical and biological
characteristics of the extracts. In the ginger oil used in
this study the main active compound is zingiberene,
in basil it is linalol, in mint it is menthol and for
soursop oil there is no chromatographic profile of its
active compounds. Basil and mint are attributed with
bactericidal, fungicidal and antioxidant properties
(Lemos et al, 2005; Yadegarinia ez al., 20006).
The active compound of ginger is zingiberene, a
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funcionan los extractos y aceites esenciales en todos
y cada uno los microorganismos sensibles (Khorram
etal., 2018), pero una posible explicacidn es el efecto
de permeabilidad. Los aceites esenciales son lipofi-
licos y esta propiedad les permite pasar de una fase
acuosa a la membrana de los hongos. Esta accién
conduce a la expansién de la membrana, el aumento
de la fluidez y la permeabilidad, el trastorno de las
proteinas de la membrana, el control de la tasa de
respiracion, el cambio del transporte de iones en los
hongos y la pérdida de contenido celular inducido
(Khan ez al., 2010).

Respecto a las pruebas iz vivo solo se selecciona-
ron los aceites que mostraron actividad iz vitro, es
decir, el aceite de clavo, orégano, hoja y corteza de
canela y se realizé una comparacién con un fungicida
comercial LiquiCop®. En esta prueba se observaron
algunas diferencias en la efectividad con respecto a
las pruebas in vitro. Esto puede deberse en parte a
la interaccién huésped-patégeno y los mecanismos
de defensa involucrados por el huésped, asi como
las estrategias del patdgeno para evadirlos. Para P di-
gitatum se han descrito factores de virulencia como
la produccién de enzimas degradadoras de la pared
celular (Jurick ez al., 2010), la modulacién del pH
del huésped (Hadas ez al., 2007) y la inhibicién de
la produccién de ROS (especies reactivas de oxige-
no) (Macarisin et al., 2007). Hay pocas referencias
respecto a las enzimas degradadoras de pared celular
que posee P digitatum, pero se han demostrado im-
portantes diferencias en nimero y en caracteristicas
entre las isoenzimas de poligalacturonasas producidas
cuando el patdgeno crece en cultivo in vitro, compa-
rado con el patégeno que infecta a su huésped (Yao
et al.,1996).

La modificacién o adaptacién del ambiente del
huésped por el patégeno se considera un factor im-
portante en relacién con los mecanismos de pato-
genicidad de los hongos patégenos de poscosecha
(Prusky y Yakoby, 2003; Akimitsu e /., 2004). Un
factor ambiental de mayor interés en las interacciones
planta-patégeno es el pH del tejido de la planta hués-
ped. La regulacién del pH del tejido huésped durante
el ataque del patégeno tiene como objetivo ajustar
los valores de pH a los 6ptimos para la actividad de
las enzimas de degradacion celular del patégeno. Este
mecanismo asegura una correcta expresion de los ge-
nes que codifican a las enzimas de degradacién celu-
lar y que sus productos se secreten en las condiciones
dptimas para su funcionamiento (Eshel ez al., 2002).
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sesquiterpene with antimicrobial activity on Bacillus
cereus,  Staphylococcus  aureus and  Streptococcus
Jfaecalis (Visquez- Ribeiro et al., 2001). Regarding
soursop there are few studies on the activity of its
essential oil or its components. But Meccia et al.
(2015) documented the chemical composition of
the essential oil of soursop leaves and identified 38
compounds, among which transcariofilene (21.3%),
germacrene A (14.2%), germacrene D (8.8%)
and a-E-bergamotene (7.9%) were the majority,
and pure trans-cariofilene showed activity against
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli and Shigella sonnei.

It is important to mention that no specific
mechanism of action is known about how extracts
and essential oils work on each and every sensitive
microorganism (Khorram ez al., 2018), but one
possible explanation is the permeability effect.
Essential oils are lipophilic, and this property allows
them to pass from an aqueous phase to the membrane
of the fungi. Thisaction leads to membrane expansion,
increased fluidity and permeability, disruption of
membrane proteins, control of respiration rate,
change of ion transport in fungi, and loss of induced
cell content (Khan ez 4l., 2010).

For the in vivo tests, only those oils that showed in
vitro activity were selected, i.e. oils of clove, oregano,
leaf and cinnamon bark, and a comparison was made
with a commercial fungicide LiquiCop®. In this test,
some differences in effectiveness were observed from
the iz vitro tests. This may be due in part to host-
pathogen interaction and the defense mechanisms
involved by the host, as well as the strategies of
the pathogen to evade those defense mechanisms.
Virulence factors such as production of cell wall
degrading enzymes (Jurick ez al., 2010), modulation
of host pH (Hadas ez al., 2007) and inhibition of
production of ROS (reactive oxygen species) have
been described for P digitatum (Macarisin ez al.,
2007). There are few references to cell wall degrading
enzymes possessed by P digitarum, but significant
differences in numbers and characteristics have been
demonstrated between polygalacturonase isoenzymes
produced when the pathogen is grown in culture i
vitro, compared to the pathogen that infects its host
(Yao et al., 1996).

The modification or adaptation of the host
environment by the pathogen is considered an
important factor in relation to the mechanisms of
pathogenicity of post-harvest fungi (Prusky and
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Este ajuste con el ambiente coincide con lo ya
descrito porque, aunque haya diferentes genes que
codifiquen para las enzimas de degradacién de pa-
red celular, solo algunas se activan durante la pato-
genicidad 7z vivo (Prusky er al., 2001). La capacidad
de modificar el pH puede darse tanto al aumentarlo
como al disminuirlo. Hongos como P expansum, P
digitatum, P italicum acidifican el pH del fruto al
secretar diferentes dcidos orgdnicos como el dcido ci-
trico y glucénico (Prusky y Yakoby, 2003). Ademas,
Prusky ez al. (2004) y Macarisin et al. (2007) mos-
traron la implicacién de determinados 4cidos en la
patogénesis de P digitatum respecto a su capacidad
para reducir la produccién del H,O, generado como
mecanismo de defensa de los limones.

En nuestro estudio, la mayoria de los aceites que
mostraron efectividad alta iz vitro, en las pruebas in
vivo permitieron el crecimiento del hongo solo en
11% de los frutos tratados, excepto el aceite de clavo
que no permitié el desarrollo del hongo en ninguno
de los frutos tratados; hecho notable porque inclu-
so el fungicida Liqui-Cop® permitié el desarrollo de
P. digitatum. Este fungicida comercial se basa en un
complejo de cobre y amonio y se seleccioné porque
es el fungicida que usan los productores locales de la
region citricola de Puerto Rico de manera preventiva,
aunque en la hoja técnica del producto no menciona
que sea activo contra la podredumbre verde causada
por P. digitatum; eso podria explicar que en la prueba
in vivo haya permitido el desarrollo del hongo.

CONCLUSIONES

Las pruebas iz vitro realizadas en nuestro estudio
mostraron la capacidad de los aceites de hoja y corte-
za de canela, clavo y orégano para inhibir el desarro-
llo micelial de P. digitatum con variaciones entre ellos
debido al método de inoculacién utilizado.

En las pruebas iz vivo el mds competente como
inhibidor fue el aceite de clavo porque no permitié
el desarrollo del hongo en ninguno de los frutos tra-
tados.

Estos resultados muestran que la capacidad de in-
hibicién de los aceites esenciales puede afectarse por
el método de aplicacién y por las condiciones intrin-
secas del huésped.

Yakoby, 2003; Akimitsu er al, 2004). A major
environmental factor of interest in plant-pathogen
interactions is the pH of the host plant tissue.
Regulation of host tissue pH during the attack
of the pathogen aims to adjust pH values to reach
the optimal for the activity of the pathogen’s cell-
degradation enzymes. This mechanism ensures a
proper expression of the genes encoding the cell-
degradation enzymes and that their products are
secreted under optimal conditions for their operation
(Eshel ez al., 2002).

This adjustment with the environment is
consistent with that already described because,
although there are different genes which encode
for cell wall degradation enzymes, only some are
activated during pathogenicity in vivo (Prusky ez
al., 2001). The ability to modify pH can occur both
with increasing and decreasing pH. Fungi such
as P expansum, P digitatum, P italicum acidify the
pH of the fruit by secreting different organic acids
such as citric acid and gluconic acid (Prusky and
Yakoby, 2003). In addition, Prusky er 2/ (2004)
and Macarisin et a/. (2007) showed the involvement
of certain acids in the pathogenesis of P digitatum
regarding their ability to reduce the production of
H,O, generated as a defense mechanism of lemons.

In our study, most of the oils that showed high
effectiveness in vitro, allowed the growth of the
fungus in only 11% of the treated fruits in the in
vivo tests, except the clove oil which did not allow
the development of the fungus in any of the treated
fruits. A remarkable fact because even the fungicide
Liqui-Cop’ allowed the development of P digitatum.
This commercial fungicide is based on a copper-
ammonium compound and was selected because it
is the fungicide used by local growers in the citrus
region of Puerto Rico in a preventive manner,
although there is no mention that it is active against
green rot caused by P digitarum in the product’s
technical data sheet; this could explain why in the in
vivo test it allowed the development of the fungus.

CONCLUSIONS

In vitro tests performed in our study showed the
capacity of oils from cinnamon leaf and bark, clove
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and oregano to inhibit the mycelial development of
P, digitatum with variations between them due to the
inoculation method used.

In the in vivo tests the most competent inhibitor
was clove oil, because it did not allow the development
of the fungus on any of the treated fruits.

These results show that the inhibition capacity
of essential oils can be affected by the method of
application and by the intrinsic conditions of the
host.

—End of the English version—
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