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DESCRIPCION
Procedimiento de tratamiento fungicida de cepas resistentes mediante aceite(s) esencial(es)

[0001] La presente invencidon se refiere a un procedimiento de tratamiento de plantas o productos
alimenticios, en particular frutas y//o verduras. Efectivamente, es importante que las plantas puedan resistir a los
ataques de los hongos y de las bacterias que reducen las cantidades asi como la calidad de las plantas o de los
productos alimenticios producidos y que, en casos extremos, pueden principalmente suponer la muerte de las
plantas infectadas. También es importante que las frutas y verduras no pierdan su calidad organoléptica y conserven
un aspecto atractivo cuando se comercializan para un consumo rapido. Sin embargo, tras su cosecha, las frutas y
verduras a menudo se almacenan durante periodos relativamente largos antes de ser comercializadas. Los
fenémenos susceptibles de alterar el aspecto y el sabor de las frutas y verduras son particularmente la proliferacion
de hongos y de bacterias en la superficie antes y/o después de la cosecha. Estas deterioraciones son aln mas
rapidas en las microheridas y cortes que aparecen en la piel durante el almacenamiento o la manipulacion de frutas
y verduras.

[0002] Para evitar dichas deterioraciones, las frutas y/o verduras son tratadas generalmente mediante la
aplicacién de fungicidas y/o bactericidas.

[0003] Sin embargo, los hongos y las bacterias desarrollan resistencias a los fungicidas y/o a los bactericidas
de sintesis clasicamente utilizados.

[0004] Asi, se sabe que numerosos géneros de hongos como los Penicillium han desarrollado resistencias
ante los bencimidazoles, por ejemplo.

[0005] La resistencia a los fungicidas/bactericidas se desarrolla cuando algunas cepas son naturalmente
resistentes o se vuelven resistentes, por ejemplo por mutacion de su ADN, y después se seleccionan por la
aplicacion de los fungicidas/bactericidas. Entonces la poblacion se enriquece con estas cepas resistentes.

[0006] Por tanto existe una necesidad de encontrar medios de tratamientos alternativos de estas cepas de
hongos y/o de bacterias resistentes.

[0007] Se conoce la actividad fungicida y/o bactericida de los aceites esenciales. Asi, la solicitud de patente
FR 2 786 664 describe la actividad fungicida y bactericida de diferentes terpenos contenidos en los aceites
esenciales. Kim et al. (Letters in Applied Microbiology, 2010, 51, 177-183) describe la utilizacion de timol y de
fludioxonil para reducir la resistencia al fludioxonil de Penicillium expansum, responsable de la podredumbre de las
manzanas tras su cosecha. K. Palaniappan et al. (International Journal of Food Microbiology, 2010, 2-3, 164-168)
describe la utilizacion de agentes antibidticos naturales como el eugenol, el timol o el carvacrol en combinacién con
un antibiético al que las cepas resistentes bacterianas son resistentes, para la preservacion de la comida animal.

[0008] De forma sorprendente, se ha hallado que los aceites esenciales tienen una actividad especifica sobre
las cepas de hongos y/o de bacterias resistentes a los fungicidas y/o bactericidas de sintesis.

Por tanto se describe un procedimiento de tratamiento fungicida y/o bactericida de una o varias cepa/s de hongo/s
y/o bacteria/s fitopatdgeno/s resistente/s a uno o varios agente/s fungicida/s y/o bactericida/s de sintesis que
comprende la aplicacion de una composicién que comprende uno o varios aceite/s esencialles y/o elllos agente/s
activo/s terpénico/s que contiene/n en plantas o productos alimenticios afectados por una dicha cepa.

El objeto de la invencién es un procedimiento de tratamiento fungicida de una o varias cepa/s de hongo/s
fitopatégenol/s resistente/s a uno o varios agente/s fungicida/s sintético/s que comprende:

- la aplicacion de una composicion que comprende a titulo de aceite esencial el aceite de clavo y/o que a titulo de
agente activo terpénico contiene eugenol; y

- la aplicacion de pirimetanil a titulo de agente fungicida al que la/s cepals es/son resistente/s;

en plantas o productos alimenticios afectados por una dicha cepa.

[0009] Las plantas o productos alimenticios normalmente hacen referencia a las plantas y a sus cosechas, en
concreto a las frutas y verduras antes y después de la cosecha.

[0010] Se entiende por «aceite esencial» cualquier producto, generalmente oloroso y de composicion
compleja, obtenido a partir de una materia prima vegetal, en concreto bien por extracciéon por vapor de agua, bien
por destilacion seca, o0 bien mediante un procedimiento mecanico apropiado sin calefaccion.

[0011] Los aceites esenciales suelen separarse de la fase acuosa mediante un procedimiento fisico que no
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suponga un cambio significativo de su composicion. Su preparacion se realiza segun procedimientos conocidos por
el experto en la materia.

[0012] A titulo de aceites esenciales, se describe en concreto el aceite de clavo, el aceite de canela, el aceite
de tomillo, el aceite de orégano o el aceite de menta; a titulo de agentes activos terpénicos contenidos en dichos
aceites esenciales se describe el eugenol, el isoeugenol, el cinamaldehido, el timol, el carvacrol o la carvona.

[0013] Asimismo se describe una composicion que comprende una mezcla de timol, de carvacrol y de
eugenol.
[0014] Se entiende que dichos agentes activos terpénicos pueden aislarse de los aceites esenciales o

prepararse por sintesis o hemisintesis.

[0015] Se entiende por «cepas resistentes» las cepas de hongos y/o de bacterias poco o nada sensibles a un
agente fungicida y/o bactericida; por ejemplo, las cepas en las cuales la aplicacidon de fungicidas y/o de bactericidas
solo destruye alrededor del 60 % o menos de dichas cepas. Esta resistencia puede estar presente de forma natural
o ser el resultado de una mutacion genética.

[0016] A titulo de fungicidas y/o bactericidas de sintesis, se entienden los agentes que no salen de productos
naturales como las plantas; por tanto esta expresion excluye los agentes activos terpénicos contenidos en dichos
aceites esenciales. A modo de fungicidas y/o bactericidas de sintesis que pueden engendrar resistencias se pueden
citar:

A titulo de fungicidas, los bencimidazoles como el tiabenzadol, o sus precursores como los tiofanatos; las
anilopirimidinas como el pirimetanil; los imidazoles como el imazalil; las fenilamidas como el metaxalil; los
heterociclos nitrogenados como el fludioxonil.

[0017] A titulo de fungicidas/bactericidas, los fenoles; los amonios cuaternarios como el cloruro de alquilo
dimetil bencil amonio o el &cido peracético.

[0018] Como ejemplo de hongo/s fitopatégeno/s que presenten una/s resistencia/s a uno o varios agente/s
fungicida/s y/o bactericida/s de sintesis, en concreto se pueden citar los géneros Penicillium, Botrytis, Monilinia,
Gloeosporium, Phytophtora, Fusarium, Alternaria, Geotrichum, Venturia, Rhizopus, Phoma, Helminthosporium; y
mas particularmente las especies Penicillium spp, como Penicillium digitatum, Penicillium expansum, o Penicillium
italicum; Botrytis spp. como Botrytis cinerea, Monilinia spp. como Monilinia fructicola, Monilinia fructigena o Monilinia
laxa; Gloeosporium spp. como Gloeosporium album, Gloeosporium fructigenum o Gloeosporium perennans;
Phytophtora spp; Fusarium spp. o incluso Alternaria alternata; Geotrichum candidum; Venturia inequalis; Rhizopus
nigricans; Phoma exigua ou Helminthosporium Rhizoctonia solani.

[0019] Como ejemplo de bacteria/s fitopatdgena/s que presenten una/s resistencia/s a uno o varios agente/s
fungicida/s y/o bactericida/s de sintesis, se describe Pseudomonas syringae, Escherichia coli, Erwinia amylovora o
Erwinia carotovora.

[0020] Mas particularmente, Penicillium spp. presenta cepas resistentes al imazalil; Penicillium digitatum y
Penicillium expansum presentan cepas resistentes al pirimetanil; Pseudomonas syringae presenta cepas resistentes
a los amonios cuaternarios; Botrytis cinerea posee cepas resistentes a los bencimidazoles; Monilinia fructicola
presenta cepas resistentes al pirimetanil.

[0021] Sin querer vincularse a una teoria, se ha descubierto de forma inesperada que los aceites esenciales
que pueden tener una actividad fungicida y/o bactericida modesta en cepas sensibles se vuelven muy activos en
cepas resistentes. Los aceites esenciales tienen probablemente una actividad en varios emplazamientos y no dan
lugar a la creacion de cepas resistentes. De hecho, sus combinaciones con agentes de sintesis permiten evitar asi
una seleccién genética que desemboque en el desarrollo de cepas resistentes.

[0022] De forma ventajosa, el/los aceite/s esencial/es y/o elllos agente/s activo/s terpénico/s que contiene/n
pueden utilizarse en combinacién con uno o varios agente/s fungicida/s y/o bactericida/s. Esta combinacién no solo
permite tratar a la vez las cepas resistentes y las cepas sensibles, sino que también se ha descubierto de forma
inesperada que la actividad sobre las cepas resistentes se potenciaba asi gracias a esta combinacion.

[0023] Preferentemente, el/los aceite/s esencial/es y el/llos agente/s fungicida/s y/o bactericida/s se aplican en
una proporcion (parte aceite/s esencial/es /parte agente/s fungicida/s y/o bactericida/s) comprendida entre 0,3 y 3.

[0024] Generalmente, dicho/s agente/s fungicida/s y/o bactericida/s es/son aquel/aquellos al/ a los que la
cepa es resistente, como los mencionados.
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[0025] Entre los ejemplos de combinaciones descritas, se encuentra en concreto:

- el imazalil y el timol y/o el aceite de tomillo;
- el carvacrol y/o el aceite de orégano y el tiabenzadol;
- el cloruro de alquilo dimetil bencil amonio y el aceite de canela.

[0026] Segun un modo de realizacion preferido, el/llos agente/s fungicida/s y/o bactericida/s se aplica/n
simultdaneamente al/a los aceite/s esencialles y/o al/a los agente/s activo/s terpénico/s que contiene/n, como por
ejemplo en el seno de una misma composicion, o de forma separada, mediante composiciones distintas.

[0027] La aplicacién de las composiciones segln la invencién puede realizarse antes o después de la
cosecha.
[0028] Generalmente, las composiciones segun la invencién se presentan en forma de un concentrado

emulsionable, que puede dispersarse en el agua antes de la aplicacion. Mas particularmente, el concentrado
emulsionable comprende en particular uno o varios aceite/s esencialles y/o el/los agente/s activo/s terpénico/s que
contiene/n, con lecitina y/o derivados. El concentrado emulsionable puede comprender ademas uno o varios
emulsionantes. Generalmente, el concentrado emulsionable consiste en uno o varios aceite/s esencial/es y/o el/los
agente/s activo/s terpénico/s que contiene/n, con lecitina y/o derivados, y eventualmente uno o varios emulsionantes.

[0029] Segun la invencidn, se entiende por la expresion «lecitinas y/o derivados» uno o varios compuestos
elegidos entre los derivados de fosfatidilcolina y/o sus derivados, como fosfatidilcolina, fosfatidilinositol,
fosfatidiletanolamina y/o &cido fosfatidico, y/o sus mezclas que presenten dos &cidos grasos, como distearil-,
dipalmitil- y/o dioleil- de fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina y/o &cido fosfatidico, y/o sus mezclas.

[0030] Preferentemente, las «lecitinas y/o sus derivados» son de origen natural, como por ejemplo, derivados
de clara de huevo o de soja.

[0031] Preferentemente, la proporcion lecitina/aceite esencial o agente terpénico esta comprendida entre 0,3
y 3/1 en peso.

[0032] Se entiende por emulsionantes los agentes emulsionantes i6nicos y no idnicos, como los surfactantes
no ioénicos del tipo acido graso etoxilado, alcohol graso etoxilado, tween 80, etc... Estos emulsionantes son
conocidos. Segun la presente invencion, se entiende por «emulsionante» cualquier tipo de agente habitualmente
utilizado con este fin, como los alcoholes grasos etoxilados, los &cidos grasos etoxilados, los alquilfenoles etoxilados
0 cualquier otro producto no iénico.

[0033] Los emulsionantes preferentemente utilizados en el marco de la invencion son tensioactivos aniénicos
0 No idnicos.
[0034] Algunos ejemplos de tensioactivos no ionicos utilizables segun la invencién son en concreto el

producto de condensacion de un alcohol graso alifatico, preferentemente Cg-C22, con un 6xido de alquileno C,-Cs. El
oxido de alquileno C,-C3 puede ser el 6xido de etileno, el 6xido de propileno, o bien una mezcla de éxido de etileno y
de 6xido de propileno en cualquier proporcién. Un ejemplo de tales tensioactivos es el producto de condensacion del
alcohol laurilico (o alcohol n-dodecilico) con 30 moles de 6xido de etileno.

[0035] Los emulsionantes no idnicos incluyen en concreto los sucroésteres, los sorbitanos monoleato
etoxilados, los acidos grasos etoxilados, la lecitina, los acidos grasos esterificados como el oleato de glicerol y sus
mezclas.

[0036] Sin embargo la invencion no se limita a la utilizacion de estos emulsionantes en particular.

[0037] En las composiciones segun la invencion, los emulsionantes no iénicos estan presentes generalmente
entre 1y 350 g/L, preferentemente entre 200 y 300 g/L.

[0038] En las composiciones segun la invencién, los emulsionantes anidnicos estan generalmente presentes
entre 1y 300 g/L, preferentemente entre 100 y 200 g/L.

[0039] En las composiciones segun la invencion, los aceites estan presentes entre 50 y 350 g/L.

[0040] En las composiciones segun la invencion, los agentes terpénicos estan presentes entre 20 y 250 g/L.
[0041] En las composiciones segun la invencion, los fungicidas y/o bactericidas estan presentes entre 0 y 300
g/L.
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[0042] Una composicion preferida segin la invencién comprende en particular:

- entre 0 y 250 g/L de pirimetanil;
- entre 20 y 200 g/L de eugenol;
- entre 20 y 200 g/L de lecitina.

[0043] Puede comprender ademas otros excipientes como agentes solubilizantes, por ejemplo, acido
organico asi como excipientes que sirvan para enmascarar el olor de la composicién como el aceite de menta.

[0044] Los concentrados emulsionables pueden dispersarse en agua para obtener una dilucion de los
concentrados emulsionables. La dilucion de las composiciones segun la invencion es del 0,5 al 2 % en agua.

[0045] Las composiciones en g/L indicadas mas arriba y més adelante se entienden antes de una eventual
dilucion.
[0046] Generalmente, en el procedimiento segun la invencion, la aplicacion de la composicion se hace por

aspersion, inmersion o duchado de las plantas y/o productos alimenticios como frutas y/o legumbres. De forma
preferida la aplicacién se hace por inmersion o duchado de las frutas y/o verduras en el concentrado emulsionable
dispersado en agua.

[0047] Segun otro modo de realizacion, las composiciones segun la invencion pueden dispersarse en ceras
de recubrimiento de frutas y/o verduras.

[0048] La aplicacion por duchado o inmersidon conviene particularmente para la aplicacién después de la
cosecha.
[0049] Generalmente, la composicion tras dilucion se aplica en una cantidad que permita la aplicacion del

agente fungicida y/o bactericida en sus dosis habituales, conocidas por el experto en la materia o en dosis inferiores.
[0050] Por ultimo, se describe la utilizacién de un aceite esencial para el tratamiento selectivo de una o
varia/s cepa/s de hongo/s y/o bacteria/s fitopatdgeno/s resistente/s a uno o vario/s agente/s fungicida/s y/o
bactericida/s.

[0051] Los modos de realizacion mencionados mas arriba y méas adelante se entienden tomados de forma
aislada o en cada una de sus combinaciones.

Descripcion de las figuras:
[0052]

La figura 1 muestra la eficacia de las combinaciones de la invencion en cepas de Penicilium expansum resistentes al
pirimetanil. La figura 2 muestra la eficacia de las composiciones en cepas de Penicillium digitatum sensibles al
pirimetanil.

EJEMPLOS:

Ejemplo 1: Ejemplo de una composicion para la utilizacién segdn la invencién

[0053]

Concentrado emulsionable (en g/L)

Emulsionante no i6nico 240
Emulsionante aniénico 180
Aceites esenciales 160
Pirimetanil 190
Lecitina 60

Monopropilenglicol 200

Ejemplo 2: Actividad fungicida de los aceites esenciales solos o en combinacién con un fungicida de
sintesis, en cepas resistentes o sensibles

[0054] La siguiente tabla presenta diferentes composiciones fungicidas y/o bactericidas
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Composicion A B C
Pirimetanil 400 g/L 192 g/L -
Aceite esencial/Agente terpénico - 140 g/L de eugenol 180 g/L de eugenol
- 20 g/L de aceite de
menta
Lecitina - 60 g/L 250 g/L
Total 100 mL 1000 mL 1000 mL
[0055] Estas composiciones han sido testadas en diferentes cepas de hongos o bacterias, como ilustran las

figuras 1 y 2. Salvo indicacién contraria, las dosis expresadas en las Figuras 1 y 2 se expresan en ppm de forma
activa; las indicaciones en ml/l se entienden en cantidad de la composicion C. En la Figura 1 (prueba en manzanas
«gala»), la composicién B, que comprende pirimetanil, eugenol y aceite de menta presenta una eficacia entre 90 y
100 % mientras que el pirimetanil solo con la misma dosis muestra una eficacia del 60 % como maximo. Se ve
igualmente que el aceite de clavo solo (composicion C) no supera el 80 % de eficacia. Se observa un efecto
sinérgico entre el fungicida y los aceites esenciales/agentes terpénicos.

[0056] En la Figura 2 (pruebas en limones), se observa en cepas Penicillium digitatum sensibles al pirimetanil
la eficacia de la composicién que comprende pirimetanil y aceites esenciales/agentes terpénicos (composicion B).
Ademas, se ve bien que los aceites esenciales/agentes terpénicos solos (composicion C) no son eficaces en las
cepas sensibles, con una eficacia maxima del 40 % aproximadamente.

Ejemplo 3: Evaluacion de la eficacia in vitro de los aceites esenciales contra microorganismos
fitopatégenos.

Objetivo del estudio:

[0057] El objetivo del estudio es determinar la eficacia de los aceites esenciales contra los hongos
fitopatdgenos Penicillium Spp., Botrytis Spp., Monilinia fructicola y una bacteria, Pseudonomas syringae, comparada
con productos fungicidas y bactericidas de sintesis comerciales.

[0058] La eficacia de las muestras de aceites esenciales contra estos microorganismos fitopatdégenos se
determiné mediante el recuento de colonias (determinacion CFU), cultivadas a 25°C *- 1°C para las bacterias y por
determinacion de la inhibicidn del crecimiento del halo de los hongos, de acuerdo con las directivas generales (ISO
6887: 2003; 1ISO 7218: 2007; ISO 7954: 1987).

Muestras testadas:

[0059]
Tratamiento Ingrediente/s activol/s Contenido en ingrediente | Tipo de formulacion
activo
Fungazil 500 EC Imazalil 50 % EC
TECTO SC 50 Tiabendazol 42,9 % SC
Major C 100 Cloruro de alquilo dimetil | 2,5 % SL
bencil amonio
Xedathane 20 Pirimetanil 20 % EC
Bioxeda Aceite de clavo 20 % EC
Timol Timol 18 % EC
Carvacrol Carvacrol 18 % EC
Aceite de canela Cinamaldehido 20 % EC
Descripcion de las pruebas realizadas
[0060]
Hongo Muestra Dosis Aplicacion Duracién |Evaluacion de la
fitopatégeno eficacia
Pennicillum spp. |1) Fungazil Fungazil: Por adiciéon en el medio |5 dias Inhibicion del
100ml/nl artificial PDA (agar crecimiento en
2) Timol Timol: glucosado de patata) placas Petri
100ml/hl
300 mi/hl
500ml/hl




ES 2661112 T3

3) Fungazil+Timol

1000 ml/hl
Fungazil

100ml/hl

Timol100mi/hi+

+

100ml/hl+
300 ml/hl

100ml/hl+
500 ml/hl

100ml/hl+
1000 ml/nl

Hongo
fitopatégeno

Muestra

Dosis

Aplicacion

Duracién

Evaluacién
la eficacia

de

Botrytis spp.

1) Tecto SC
500
2) Carvacrol

3) Tecto SC
500
Carvacrol

+

Tecto SC 500: 100

mi/hl
Carvacrol:
100ml/hl

300 ml/hl

500 ml/hl
1000 mi/hl
Tecto SC 500
+ Carvacrol:

100ml/hi+
100ml/hl

Por adicién en el
medio artificial PDA
(agar glucosado de

patata)

5 dias

Inhibicién
crecimiento
placas Petri

del

en

100ml/hl+ 300
ml/hl

100ml/hl+ 500
ml/hl

100ml/hi+
1000 ml/hi

Hongo
fitopatégeno

Muestra

Dosis

Aplicacion

Duracién

Evaluaciéon de

la eficacia

Monilinia
fructicola

1)
Xedathane
20
2) Bioxeda

3)
Xedathane
20 + Bioxeda

Xedathane
20:

250 ml/nl
Bioxeda:
100ml/hl
300 ml/hl
500 ml/hl
1000 mi/hi
Xedathane
20+
Bioxeda:
250ml/hl+
100ml/hl

Por adicién en el
medio artificial PDA
(agar glucosado de

patata)

5 dias

del
en

Inhibicién
crecimiento
placas Petri

250ml/hl+
300 ml/hl

250ml/hl+
500 ml/hl

250mi/hl+
1000 mi/hl

Bacteria
fitopatogena

Muestra

Dosis

Aplicacion

Duracién

Evaluacién de

la eficacia

Pseudomonas
syringae

2) Aceite
canela

1) Major C 100

250 ml/hl

de
canela:

100ml/hl
300 ml/hl

Major C 100:

Aceite de

Por adicion en el
medio artificial NA
(agar nutritivo)

24 horas

determinacion
CFU
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500 mi/hl
1000 mi/hl
Major C 100
3) Major C 100 | + Aceite de
+ Aceite de | canela:
canela
250ml/hl+
100ml/hl
250ml/hl+
300 mi/hl
250ml/hl+
500 mi/hl
250ml/hl+
1000 mi/hl
Descripcion de los métodos:
[0061]
Microorganismo Método Diluyente Medio de Réplicas | Condiciones | Incubacion
cultivo crecimiento
1) Penicillium Siembra Solucién PDA, 4 25°C+1°C Hongos 5/6
spp. fisiologica | Pseudomonas dias
2) Botrytis spp. Agar Bacterias: 24
3) Monilinia (solamente h
fructicola para P.
4) Pseudomonas syringae)
syringae
Analisis:
[0062] Las muestras se afiadieron al medio artificial y se mezclaron suavemente antes de la solidificacion de

la solucion de Agar.

Eficacia contra los hongos:

[0063] Se coloca una pequefia cantidad de esporas de hongos en el centro del agar glucosado de patata
(PDA) de las placas Petri a 25° + 1° C durante 5/6 dias. Al final de la incubacion se mide la inhibicion del halo
formado en comparacion con las placas Petri PDA no tratadas (control).

Eficacia contra las bacterias:

[0064] Se prepara una suspension de esporas de los microorganismos fitopatdgenos y se afiade una
cantidad apropiada de las diluciones de interés (100 microlitros) en las placas Petri de Agar de Pseudonomas y se
tritura en la superficie del Agar mediante una espatula «L» estéril.

[0065] Las placas Petri se incuban a 25 °C + 1 °C durante 24 horas. Al final de la incubacion se determinan
las unidades que forman colonia (CFU/mI de producto).

Evaluacién de los resultados:

[0066] Los resultados se indican en porcentaje de la incidencia de la enfermedad y porcentaje de eficacia de
los productos testados.

Penicillium spp.
[0067] Muestras:
* Fungazil

* Timol
 Fungazil + timol
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Hongo Muestra Incidenciade la | Eficacia (%) Dosis ml/hl
fitopatdgeno enfermedad (%)
Pennicillum spp. No tratada 100 0
Fungazil (imazalil) 5 95 100 ml/hl
Timol 80 20 100 ml/hl
50 50 300 mi/hl
30 70 500 mi/hl
30 70 1000 ml/hl
Fungazil + timol 0 100 100 + 100ml/hl
0 100 100 + 300 ml/hl
0 100 100 + 500 ml/hl
0 100 100 + 1000 ml/hl

Penicillium spp. -Cepa resistente al Imazalil

[0068] Muestras:
* Fungazil

* Timol

* Fungazil + timol

[0069]

« Carvacrol

Hongo Muestra Incidencia de la Eficacia (%) | Dosis ml/hl
fitopatégeno enfermedad (%)
Pennicillum spp. No tratada 100 0
Cepa resistente Fungazil 85 15 100 ml/hl
al Imazalil Timol 30 70 100 mi/hl
30 70 300 ml/hl
20 80 500 ml/hl
10 90 1000 ml/hi
Fungazil + timol 10 90 100 +
100ml/hl
10 90 100 + 300
ml/hl
5 95 100 + 500
ml/hl
0 100 100 + 1000
ml/hl
Botrytis spp. - Cepa resistente al tiabendazol
Muestras:
* Tecto SC 500
* Tecto SC 500+ Carvacrol
Hongo fitopatégeno Muestra Incidencia de la Eficacia (%) Dosis ml/hl
enfermedad (%)
Botryitis spp. Cepa No tratada 100 0
resistente al TBZ. TBZ 100 0 100 ml/hl
Carvacrol 0 100 100 ml/hl
0 100 300 mi/hl
0 100 500 mi/hl
0 100 1000 ml/hi
TBZ + Carvacrol 0 100 100 + 100ml/hl
0 100 100 + 300 ml/hl
0 100 100 + 500 mi/hl
0 100 100 + 1000
ml/hl
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Monilinia fructicola

[0070] Muestras:

» Xedathane 20
* Bioxeda
» Xedathane 20+ Bioxeda

Hongo fitopatégeno Muestra Incidencia de la Eficacia (%) Dosis ml/hl
enfermedad (%)
Monilinia fructicola No tratada 100 0
Xedathane 20 5 95 250 ml/hl
Bioxeda 75 25 100 ml/hl
70 30 300 mi/hl
30 70 500 mi/hl
20 80 1000 ml/hi
Xedathane 20 0 100 250 + 100ml/hl
+ Bioxeda 0 100 250 + 300 ml/hl
0 100 250 + 500 ml/hl
0 100 250 + 1000
mi/hl
Monilinia fructicola - Cepa resistente al Pirimetanil
[0071] Muestras:
* Xedathane 20
* Bioxeda
 Xedathane 20+ Bioxeda
Hongo fitopatégeno Muestra Incidenciadela | Eficacia (%) Dosis ml/hl
enfermedad (%)
Monilinia fructicola No tratada 100 0
Cepa resistente al Xedathane 20 55 45 250 ml/hl
Pirimetanil Bioxeda 30 70 100 ml/hl
20 80 300 ml/hl
25 75 500 mi/hl
20 80 1000 ml/hl
Xedathane 20 + 10 90 250 + 100ml/hl
Bioxeda 5 95 250 + 300 ml/hl
2 97 250 + 500 ml/hl
5 95 250 + 1000
mi/hl
Pseudomonas syringae - Cepa resistente a los compuestos de amonio cuaternarios
[0072] Muestras:
* Major C 100
* Aceite de canela
* Major C 100 + Aceite de canela
Hongo fitopatégeno Muestra Incidencia de la Eficacia (%) Dosis ml/hl
enfermedad (%)
Pseudomonas Major C 100 100 0
syringae Cepa Aceite de canela 75 25 250 mi/hl
resistente a los 70 30 100 ml/hl
compuestos de amonio 35 65 300 ml/hl
cuaternario 5 95 500 mi/hl
5 95 1000 ml/hl
Major + Aceite 35 65 100 + 100ml/hl
de canela 25 75 100 + 300 ml/nl
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0 100 100 + 500 ml/hl
0 100 100 + 1000
mi/hl
Conclusién:
[0073] Los aceites esenciales vegetales muestran un amplio espectro de actividad contra los hongos, las

bacterias fitopatdgenas, que puede resumirse de la siguiente manera:

Penicillium spp.:

[0074] los hongos estan presentes en el 100 % de las placas Petri no tratadas. El timol presenta una
actividad moderada (eficacia comprendida entre el 20 y el 70 % en una dosis comprendida entre 100 y 1000 ml/hl),
mientras que la combinacion de timol y de imazalil permite un control total en todas las dosis testadas.

Penicillium spp., cepa resistente al imazalil

[0075] Los hongos estan presentes en el 100 % de las placas Petri no tratadas. El timol presenta una fuerte
actividad (eficacia comprendida entre el 70 y el 90 % en una dosis comprendida entre 100 y 1000 ml/hl). Se puede
obtener un control total mediante la combinacion de Imazalil y de timol en la dosis 100 + 1000 ml/hl.

Botrytis so00., cepa resistente al tiabendazol

[0076] Los hongos estan presentes en el 100 % de las placas Petri no tratadas. El tiabendazol no presenta
ninguna eficacia en la dosis de 100 ml/hl, mientras que el carvacrol permite un control total de esta cepa en todas las
dosis testadas. Ocurre lo mismo con la combinacion de tiabendazol y de carvacrol.

Monilinia fructicola:

[0077] Los hongos estan presentes en el 100 % de las placas Petri no tratadas.

[0078] El aceite de clavo permite un control moderado de los hongos en todas las dosis testadas, mientras
gue el aceite de clavo en combinacion con el pirimetanil permite un control total de los hongos en todas las dosis
testadas.

Monilinia fructicola, cepa resistente al pirimetanil:

[0079] El pirimetanil solo permite una eficacia del 45 % mientras que el aceite de clavo permite una eficacia
comprendida entre el 70 y el 80 % en todas las dosis testadas.

[0080] La combinacion de aceite de clavo y de pirimetanil permite un control casi total en las dosis testadas.

Pseudomonas syringae, cepa resistente a los compuestos de tipo amonio cuaternario.

[0081] La bacteria esta presente en el 100 % de las placas Petri no tratadas.

[0082] El amonio cuaternario testado solo presenta una eficacia del 25 % mientras que el aceite de canela
permite una eficacia de hasta el 80 % en 1000 ml/hl.

[0083] La combinacion del amonio cuaternario con el aceite de canela permite un control total en todas las

dosis testadas de aceite de canela y en una dosis inferior de mas de la mitad en la dosis de comparacion del
compuesto amonio cuaternario (100 ml/hl frente a 250 ml/hl).

11
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de tratamiento fungicida de una o varias cepa/s de hongo/s fitopatdgeno/s resistente/s
a uno o varios agente/s fungicida/s sintético/s que comprende:

- la aplicacion de una composicion que comprende a titulo de aceite esencial el aceite de clavo y/o que a titulo de
agente activo terpénico contiene eugenol; y
- la aplicacion de pirimetanil a titulo de agente fungicida al que la/s cepals es/son resistente/s;

en plantas o productos alimenticios afectados por una dicha cepa.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1 de forma que el pirimetanil se aplica simultaneamente al aceite de clavo
y/o al eugenol, o de forma separada.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, de forma que el aceite de clavo y el
pirimetanil se aplican en una proporcion (parte aceite de clavo/parte pirimetanil) comprendida entre 0,3 y 3.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores de forma que la/s cepa/s de
hongo/s fitopatdgeno/s resistente/s a uno o varios agente/s fungicida/s sintético/s es/son cepa/s resistente/s
elegida/s entre la/s de los géneros Penicillium, Botrytis, Monilinia, Gloeosporium, Phytophtora, Fusarium, Alternaria,
Geotrichum, Venturia, Rhizopus, Phoma o Helminthosporium.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4 de forma que la/s cepa/s de hongo/s fitopatégeno/s
resistente/s a uno o varios agente/s fungicida/s sintético/s es/son cepals resistente/s elegida/s entre la/s especies
Penicillium spp., como Penicillium digitatum, Penicillium expansum o Penicillium italicum; Botrytis spp. como Botrytis
cinerea, Monilinia spp. como Monilinia fructicola, Monilinia fructigena o Monilinia laxa; Gloeosporium spp.
comoGloeosporium album, Gloeosporium fructigenum o Gloeosporium perennans; Phytophtora spp.; Fusarium spp.
0 incluso Alternaria alternata; Geotrichum candidum; Venturia inequalis; Rhizopus nigricans; Phoma exigua; o
Helminthosporium Rhizoctonia solani.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5 de forma que la/s cepa/s de hongo/s fitopatdégeno/s
resistente/s a uno o varios agente/s fungicida/s sintético/s es/son cepa/s resistente/s elegida/s entre la/s de las
especies Penicillium spp., Penicillium digitatum, Penicillium expansum, Botrytis spp., Botrytis cinerea, Monilinia
fructicola.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores de forma que la aplicaciéon se
realiza antes o después de la cosecha.

8. Procedimiento de tratamiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores de forma que la
aplicacién de dicha composicién se hace por aspersion, duchado y/o inmersion.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores de forma que la composicion
comprende lecitina.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores de forma que la composicion
comprende ademas uno o varios emulsionantes.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 9 y 10 de forma que la composicién es en
forma de concentrado emulsionable y que el procedimiento comprende ademas la etapa previa de dispersion de
dicho concentrado en agua antes de la aplicacion.

12. Procedimiento segun la reivindicacion 11 de forma que la diluciéon de dicho concentrado antes de la
aplicacién se hace a razon del 0,5 al 2 % en agua.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores de forma que dicha composicién

antes de la dilucion comprende entre 50 y 350 g/L en el caso del aceite de clavo y entre 20 y 250 g/L en el caso del
eugenol, antes de una dilucién eventual.
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