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RESUMEN

Las frutas poseen caracteristicas que las hacen susceptibles de enfermedades en poscosecha y los
hongos constituyen la principal causa de las pérdidas. En consecuencia, los géneros de hongos
fitopatégenos mas destacados en los cultivos regionales de frutilla y durazno son Botrytis,
Colletotrichum, Monilinia, Rhizopus, y Fusarium. Para su control, se utilizan ingredientes activos
de sintesis quimica pero el riesgo toxicolégico asociado, las tendencias de consumo y las nuevas
leyes, limitan y/o prohiben su utilizacién. Los productos naturales se plantean como fuente
antifingica alternativa por poseer novedad quimica, mecanismo de acciéon diverso y baja
probabilidad de resistencia. En esta tesis, se caracterizé la produccion mundial, sudamericana y
nacional de las frutas de interés. Para las pruebas de susceptibilidad se aislaron los patégenos de
mayor importancia econdmica, se los identific6 molecularmente, se realiz6 la busqueda de casos
de resistencia y de antifingicos comerciales utilizados. Se elaboraron fichas técnicas de 30
especies vegetales con potencial antifiingico, que luego de ser colectadas, se obtuvieron 52
extractos fijos. Mediante el método de difusion en agar, se determind el efecto sobre los géneros
Botrytis, Colletotrichum y Monilinia. Mediante el ensayo de voldtiles, se evaluaron 15 AE contra
los principales patégenos, asi como contra Rhizopus y Fusarium. Los resultados arrojaron que 15
extractos fijos y 11 AE lograron la inhibicién de al menos uno de los hongos de interés. Los
patégenos estudiados fueron inhibidos por al menos un extracto vegetal. Los extractos mas
promisorios resultaron ser: H de R. rugosum fl, Ac de S. californicus rz, H de P. acuminata, H de
P. madagascariensis, DCM de P. madagascariensis y DCM de P. neochilus. Los AE
provenientes de D. ambrosioides, P. graveolens, L. nobilis, M. citrina, L. alba y L. turbinata
lograron la mejor performance de inhibicién contra el panel bajo estudio. En el ensayo a campo
en frutilla var. Cabrillo se encontraron diferencias significativas en el nimero de frutos, acidez y
color para los tratamientos planteados. Los ensayos en poscosecha para B. cinerea en la var. San
Andreas de frutillas, sefialaron que el extracto de P. acuminata y DCM de P. madagascariensis
se comportaron igual al control quimico, pero no frente a C. nymphae. En durazno var.
Flordaking, ninguno de los tratamientos se comporté como el control quimico, alcanzando el AE
de P. graveolans valores intermedios entre ambos controles. Mediante la técnica de CCD se hallé
la presencia de alcaloides, flavonoides, terpenos, saponinas terpénicas y taninos en el 25% de los
extractos que inhibieron totalmente al menos a un patégeno. Para los AE, la técnica de CG-EM
arroj6 los porcentajes de los distintos compuestos que posiblemente sean los responsables de su
actividad. Se concluye que los productos naturales evaluados en esta tesis presentan un alto
potencial para ser desarrollados como fungicidas de poscosecha, destacandose como una

alternativa en cuanto a accesibilidad y eficacia respecto a los fungicidas tradicionales.
Palabras clave: Productos Naturales, Produccién Regional, Antifingicos, Poscosecha, Frutas.
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ABSTRACT

Fruits present features that make them susceptible to postharvest diseases and fungi are the main
cause of losses. Consequently, the most prominent plant pathogen genera that affect the regional
strawberry and peach crops are Botrytis, Colletotrichum, Monilinia, Rhizopus and Fusarium.
Many active products derived from the chemical synthesis are used for its control, but the
associated toxicological risk, consumption trends and the new laws, have limited or prohibited
their use. Natural products are proposed as an alternative antifungal source because they possess
chemical novelty, different mechanism of action and low probability to cause fungal resistance.
In this work, world, South American and national production of strawberies and peaches was
characterized. The phytopathogens of interest were isolated, molecularly identified and the cases
of resistance as well as the commercial antifungal agents currently used were searched. A number
of 30 plant species were selected and collected to obtain 52 extracts. Using a diffusion method,
the effect on the main phytopathogenic fungi Botrytis, Colletotrichum, Monilinia was determined.
For the volatile methodology, 15 EOs were obtained and evaluated over the same fungi panel as
well as against two additional genera: Rhizopus and Fusarium. The results showed that 15 extracts
and 11 EOs were able to inhibit at least one of the fungi tested. The phytopathogens studied were
inhibited by at least one plant extract. The most promising extracts turned out to be: H de R.
rugosum fl, Ac de S. californicus rz, H de P. acuminata, H de P. madagascariensis, DCM de P.
madagascariensis and DCM de P. neochilus. Moreover, EOs obtained from D. ambrosioides, P.
graveolens, L. nobilis, M. citrina, L. alba and L. turbinata demonstrated the best inhibition
performance against the fungi panel. In the field trial using Cabrillo strawberry variety, there were
significant differences in fruit numbers, acidity and colour. Postharvest trials on B. cinerea using
San Andreas variety, indicated that the extract of P. acuminata and DCM of P. madagascariensis
behaved similarly respect to the chemical control, but not against C. nymphae. In peach
Flordaking variety, none of the treatments behaved like the chemical control, reaching the EO of
P. graveolans intermediate values between both controls. TLC technique detected alkaloids,
flavonoids, terpenes, terpenic saponins and tannins, and they were found in 25% of the extracts
that totally inhibited at least one pathogen. For EOs, the GC-MS technique showed the
percentages of the main compounds that produced inhibitions. In conclusion, the natural products
evaluated in this thesis showed a high potential to be developed as post-harvest fungicides,
highlighting as an alternative in terms of accessibility and mode of action over traditional

fungicides.

Keywords: Natural Products, Regional Production, Antifungal, Post-harvest, Fruits.
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Introduccion general, Hipétesis, Objetivos y Esquema de la Tesis

La agricultura y la produccion de alimentos

El sector frutihorticola integra una parte importante en la produccién y comercializacién
de productos agricolas (Sharma y Pongener, 2010). Entre los productos comercializados se
encuentran frutas y verduras, que aportan nutrientes esenciales como vitaminas y minerales
(Parajuli et al., 2019). Estos desempeiian un indispensable rol en la salud y bienestar humano,
proporcionando carbohidratos, antioxidantes y sustancias anticancerigenas, entre otras (Arul,
1994; Nehir El et al., 2012; Tuomisto et al., 2017).

El consumo de nutrientes en la dieta ayuda a la prevencién de enfermedades crénicas no
contagiosas y disminuye riesgos cardiovasculares y el desencadenamiento de patologias como el
cincer (OMS, 2002). En los tltimos afios, el mundo ha sufrido grandes cambios que han
repercutido enormemente en la agricultura y en consecuencia en el régimen alimentario, mutando
desde una dieta que contenia en gran parte alimentos de origen vegetal por una dieta con un alto
contenido de grasas, hipercaldrica y constituida principalmente por alimentos de origen animal
(Mason-D'Croz et al., 2019; OMS, 2003). En América latina el consumo de frutas y verduras esta
por debajo de lo recomendado (400 g/persona/dia), observandose que las enfermedades crénicas
no transmisibles y prevenibles, cerebrovasculares, cardiopatia isquémica, cdncer y diabetes son
la principal causa de mortalidad y morbilidad (OMS 2003; OPS 2002). La fibra presente en frutas
como en verduras y la presencia de fitoquimicos nutracéuticos contribuirian a disminuir, hasta en
31%, el riesgo de cardiopatias isquémicas, aumentando la sensacién de saciedad y disminuyendo
la ingesta de calorias totales (CDCP, 2005; OMS, 2002). El Fondo Mundial para la Investigacién
del Céncer y el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos, afirman que un aumento del
consumo de frutas y hortalizas reduciria un 20% los cénceres de la boca, es6fago, pulmones y
vejiga; y un 50% los canceres de pancreas, vesicula, mama y ttero (Islami ez al., 2018; NCI, 2001;
Siegel et al., 2022; WCREF, 2007).

Condiciones predisponentes a las enfermedades de poscosecha

Las frutas se consideran alimentos perecederos y exhiben un alto contenido de humedad
(entre el 70-95%), un gran tamaiio (hasta 5 kg), tasas de respiracion altas, pH bajos y en general
texturas suaves (Singh y Sharma, 2018). Alcanzada la madurez, se cosechan encontrandose listas
para ser comercializadas. Para lograr un abastecimiento constante y prolongado, aquellas que se
recolectan en grandes cantidades y en periodos relativamente cortos, se deben almacenar durante
semanas o meses para disponer de las mismas durante todo el afio, siendo este periodo mas notable
en aquellos destinados al mercado de exportacién (Barkai-Golan, 2001; Contarino et al., 2019;

Nunes, 2012).




Las frutas, son organismos vivos que se mantienen a humedades relativas altas para
protegerlas de la deshidratacion y de la pérdida de peso (Belay et al., 2019). Varios autores
seflalan que se estimula el desarrollo de patdgenos debido a que, durante el almacenamiento,
ocurre una mayor tasa de descomposicion que se atribuye a la humedad contenida dentro de las
heridas, lenticelas o estomas. Por lo que alternar humedades altas y bajas también favorece
mecanismos activos de liberacién de esporas en algunos hongos. Como resultado del alto
contenido de humedad se produce un crecimiento fingico més vigoroso, siendo en algunos casos
peligroso por la existencia de hongos termo-tolerantes (Kanchana et al., 2015; Singh y Sharma,
2018).

Por otra parte, bajar la temperatura disminuye la tasa de metabolismo y por consiguiente
retarda el deterioro de las frutas. La temperatura mds baja deseada estd por encima de la
temperatura de congelacion, dado que el almacenamiento por debajo de 10 °C es suficiente para
causar lesiones por frio en las frutas y hortalizas. Ademas, la congelacion no es garantia de
inocuidad, ya que en el caso de que se haya producido previamente la infeccién, la disminucién
de la temperatura sélo ralentiza el crecimiento del patégeno, a menos que el enfriamiento sea
inferior a -10 °C (Ospina Meneses y Cartagena Valenzuela, 2008).

El valor de pH, normalmente por debajo de 5, es un factor importante para su resistencia
general a los agentes de descomposicién (especialmente bacterias), pero promueve el desarrollo
de varios hongos en la poscosecha (Kanchana et al., 2015).

Debido a que los factores previamente mencionados constituyen un sustrato ideal, que en
el transcurso de la vida comercializable se ve afectada por la temperatura, humedad relativa,
composicién de la atmésfera durante y después de la cosecha, las frutas y hortalizas son
susceptibles a infeccidon por diversos microorganismos e insectos (Shuping y Eloff, 2017). La
descomposicién después de la cosecha limita la duracién del almacenamiento y la vida util del
producto (Pandey et al., 2019).

A nivel mundial, los hongos son la principal causa de pérdidas en cultivos (Almeida et
al., 2019). Las frutas de importancia mundial en su produccién como las rosiceas, son afectadas
por varias enfermedades, siendo altamente perecederos durante la poscosecha (Parveen et al.,
2016). Las pérdidas econdémicas por las enfermedades de almacenamiento podrian exceder a
aquellas causadas a campo, si se tiene en cuenta las grandes inversiones en los tratamientos y
procesos que sufre el producto desde la cosecha hasta que llega al consumidor, incluyendo la
recoleccion, clasificacion, empaque, envio y almacenamiento (Harvey, 1978). En paises
desarrollados esta pérdida puede representar hasta el 25% en tanto que en los paises en desarrollo
es a menudo mds alto, excediendo el 50% (Eckert y Ogawa, 1985; Priyadarshi et al., 2020). Esta

gran pérdida que se produce entre la cosecha y el consumo se gan6 el nombre de “segunda




cosecha”, lo cual refiere a las pérdidas ocasionadas en la cadena de comercializacién (Bourne,
1977).

Enfermedades de poscosecha

El método predominante de cosecha de frutas y hortalizas es manual; de esta manera los
recolectores pueden seleccionar la etapa de madurez 6ptima de un producto determinado y pueden
mantener el dafio al minimo. El dafio ocasionado por lesiones ocurre cuando se deja caer los frutos
sobre una superficie dura, por compresion o vibracién, pero la lesién generalmente no es evidente
de inmediato. Estas situaciones crean los sitios de invasién por patégenos aumentando su
susceptibilidad a medida que las frutas maduran (Opara y Pathare, 2014; Prusky, 2011).

Después de la cosecha, la resistencia del huésped disminuye y las condiciones se vuelven
favorables para el crecimiento del patdgeno, mientras otros persisten en el suelo o sobreviven en
los restos de plantas en el campo (Agrios, 2005). Debido a ello, los hongos son capaces de iniciar
el proceso de infeccion en la superficie de las partes florales permaneciendo inactivos hasta que
las condiciones para su viabilidad sean 6ptimas (McGrath, 2004). Entre los hongos fitopatégenos
mads significativos, tanto en pre como en poscosecha de distintos cultivos, se encuentran los
géneros Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Diplodia, Monilinia, Penicillium,
Phomopsis, Rhizopus, Mucor, Fusarium, entre otros (Dean et al., 2012; Droby y Lichter, 2007).

Las enfermedades de poscosecha contribuyen significativamente al deterioro de la calidad
y la composicién de nutrientes, la contaminacién por micotoxinas y la reduccioén de valor de
mercado de la fruta. Se propagan principalmente durante la venta, el transporte y almacenamiento
causando dificultades econdémicas para los productores (Parveen et al., 2016). Incluso el
consumidor promedio, a menudo debe descartar los productos en mal estado reconociendo el
persistente problema de la descomposicién en poscosecha (Janisiewicz y Korsten, 2002).

Las reducciones de las enfermedades en frutas y verduras se realizan principalmente con
fungicidas (Tripathi y Dubey, 2004). Se acepta que la produccién y comercializaciéon de estos
productos frutihorticolas, no seria posible sin su uso (Sharma y Pongener, 2010). Los ingredientes
activos como imazalil, pirimetanil, fludioxonil, tiabendazol entre otros, se utilizan ampliamente
como medios de control en la horticultura convencional (Palou, 2018). Ademas, cabe destacar
que los medicamentos antimic6ticos aprobados en humanos, se han utilizado con fines agricolas
durante décadas (Azevedo et al., 2015). Para disminuir las afecciones, en menor medida, se
realizan practicas de gestion lo cual consiste en reducir el indculo durante el sistema de cadena
de frio (Janisiewicz y Korsten, 2002).

El uso, y por consiguiente el riesgo toxicoldgico asociado a los funguicidas de sintesis
quimica junto a sus residuos en los alimentos, las mayores tendencias del consumo y las nuevas
legislaciones, han limitado y en algunos casos prohibido su utilizacién (Lastochkina et al., 2019;

Mac Loughlin ef al., 2017; Wisniewski et al., 2016). En los tltimos afios, el aumento de
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enfermedades fungicas ha sido asociado al fenémeno del calentamiento global, debido a que
algunos hongos aprovechan una estrategia de seleccién-adaptacion natural y se adaptan a
temperaturas mas extremas, agudizando la amenaza del aumento a la resistencia (Almeida et al.,
2019; Zavrel y White, 2015).

Hipotesis y objetivos de trabajo:

Hipadtesis

Las plantas, a través de su metabolismo secundario, generan principios activos que
ejercen accidn inhibitoria contra hongos fitopatégenos.

Objetivo general

Investigar potenciales fungicidas naturales como alternativas al uso de productos de
sintesis en la etapa de poscosecha de frutillas y duraznos, a través del uso de extractos, aceites
esenciales vegetales o compuestos aislados de ellos, que resulten ambientalmente amigables.

Objetivos especificos

1. Obtener extractos y aceites esenciales de especies vegetales seleccionadas,
utilizando solventes de distintas polaridades que aseguren la extraccion diferencial de todos sus
metabolitos secundarios bioactivos.

2. Aislar y caracterizar las cepas flngicas que provocan mayores pérdidas
econdmicas durante la poscosecha de frutillas y duraznos que se producen en la regién del Litoral.

3. Evaluar la capacidad antifingica in vitro de todos los extractos y aceites
esenciales vegetales obtenidos, frente a las especies de hongos fitopatdgenos aislados
previamente.

4. Demostrar la capacidad antiftingica en modelos in vivo de aquellos extractos y/o
aceites esenciales que resultaron activos en los ensayos in vitro.

5. Caracterizar quimicamente los extractos vegetales y aceites esenciales activos,
con el fin de detectar los compuestos responsables de la actividad antifingica.

Esquema de la tesis

Con el fin de responder a los objetivos mencionados, el presente trabajo se organizé de la
siguiente manera:

En el capitulo I se analizd la situacién actual de la produccién mundial, sudamericana,
nacional y provincial de frutilla y durazno. Para ello, se realizaron regresiones de los datos
obtenidos de fuentes internacionales y nacionales. Ademads, se evaluaron las variedades
comerciales de mayor relevancia para cada fruta en la provincia de Santa Fe.

En el capitulo II se describi6 el aislamiento y caracterizacion de los patégenos fingicos
que provocan las mayores pérdidas econdémicas durante el cultivo y la poscosecha de frutilla y
durazno. Ademads, se realiz6 la identificacion molecular y morfolégica de los patdgenos y el

depdsito de las cepas en el CEREMIC (Centro de Referencia en Micologia de 1a UNR), EE INTA
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San Pedro y en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional del Litoral. Se analizaron los principios activos de sintesis quimicas, con
los casos correspondientes de resistencias reportadas en cultivos varios y en los de interés (frutilla
y durazno).

En el capitulo III se describi6 la seleccion, recoleccion e identificacion de las especies
vegetales a evaluar. Ademds, se explicaron las técnicas extractivas para la obtencién de los
productos naturales de distinta naturaleza quimica que fueron evaluados por su capacidad
fungicida.

En el capitulo IV se describi6 la evaluacién in vitro de los productos naturales obtenidos
de las especies vegetales seleccionadas. Para ello, se utilizaron distintos bioensayos segun la
naturaleza quimica de cada producto, utilizando controles positivos (de crecimiento) y negativos
(de inhibicién con fungicidas comerciales).

En el capitulo V se informd la capacidad fungicida in vivo, en poscosecha como en
cultivo, de aquellos productos naturales que resultaron mds activos en la evaluacién in vitro. Se
evaluaron pardmetros productivos, de calidad y fitosanitarios de plantas y frutas tratadas con los
fungicidas alternativos.

Finalmente, en el capitulo VI, se describi6 la caracterizacion quimica de los
extractos/aceites esenciales que presentaron mayor actividad fungicida en las etapas anteriores.
Para ello, se utilizaron técnicas de Cromatografia Gaseosa, Cromatografia en Capa Delgada y se

analizaron los perfiles fitoquimicos.




Capitulo I: Caracterizacion productiva de frutilla y durazno

Introducciéon

La frutilla (Fragaria x ananassa Duch.) es uno de los frutos mas apetecibles y preciado
por el ser humano destacdndose por su exquisito sabor (Howard et al., 1992). Pertenece a la
familia Rosaceae cuyo género proviene del latin fragum (fragante), refiriéndose al aroma de la
fruta. El fruto consumido es producto del cruzamiento espontaneo entre F. chiloensis (L.) Duch
y la variedad estaminada F. virginiana Duch. Las posteriores tareas de mejoramiento genético
sobre el cruzamiento obtenido, devinieron en la denominada Fragaria x anannassa, que es la que
actualmente se comercializa (Hancock et al., 1999). Por su parte, el durazno integra los frutales
de carozo vy, al igual que frutilla, pertenece a la familia Rosaceae. La especie Prunus persica (L.)
Batstch proviene de China, aunque su epiteto especifico se refiere a Persia, lugar de donde se
crefa que era originario. Es el tercer cultivo arbéreo mds importante del mundo dentro de la
familia, y se ubica econémicamente después de las manzanas (Malus spp.) y las peras (Pyrus
spp.) (Obi et al., 2018b).

Los frutos poseen propiedades nutracéuticas entre los que se destaca la frutilla por ser uno
de los frutos con mds vitamina C, reduciendo el riesgo de céncer en el aparato gastrointestinal.
Héctor et al., (2006) expresaron que la frutilla presenta principios activos con efectos
antioxidantes que ayudan a prevenir enfermedades del tipo degenerativo, antinflamatorio y
anticancerigeno. En ese mismo sentido, investigaciones sobre el consumo de frutos de carozo
sugieren que disminuyen las enfermedades crénicas como las cardiovasculares, cdncer y diabetes
(Vinholes et al., 2016). Esto se asocia a la presencia de vitaminas, fibras, minerales, flavonoides,
antocianinas y especialmente a los 4cidos fendlicos que se caracterizan por su actividad
antioxidante (Bento et al., 2020; Zhao et al., 2015).

El habito de consumo por parte de las personas depende en gran medida del precio relativo
de las distintas frutas disponibles en cada estacién. A nivel nacional, la frutilla es la fruta fina mas
difundida, la de mayor aceptacion por parte del consumidor, y con una demanda muy elastica. El
valor estimado de consumo por habitante por afio, es aproximadamente de 1 kg (Ministerio de
Agroindustria, 2017; MAGyP, 2019). Es un producto de creciente mercado principalmente en los
paises desarrollados del hemisferio norte, ocupando nichos de muy buen poder adquisitivo
(Pagani, 2011). El mayor pais consumidor es Estados Unidos con 3,6 kg/habitante/afio, seguido
por los paises europeos con 1,6 kg/habitante/afio. Por el contrario, en paises asidticos como Japén,
Corea y China el consumo es muy bajo: 2,6 g/habitante/afio (Boriss et al., 2006; Wu et al., 2012;
Ministerio de Agroindustria, 2017; MAGy P, 2019). En la provincia de Santa Fe, constituye uno
de los principales cultivos frutihorticola que permite desarrollar la economia regional. Su
produccién es destacada a nivel nacional debido a la calidad alcanzada, y su principal destino es

la exportacion (Pagani, 2011). De la misma manera, el durazno es uno de los principales frutales
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que se comercializa dada su caracteristica de sabor, aroma y apetecibilidad (Africano et al., 2016).
Su relevancia yace en la capacidad que tiene el fruto para ser industrializado en mermeladas, jugos
y enlatados, y su consumo en fresco a través de las distintas cadenas comercializadoras (Franco,
2013). Los cultivares de duraznos de mesocarpio blanco, se consideran de mejor sabor y mas
resistentes en un clima frio (Byrne et al., 2012; Rivera Nuafez et al., 1997). Para conservas,
secados y mermeladas, son utilizadas las variedades de mesocarpio amarillo que se destacan por
su buen sabor (Lambaré y Pochettino, 2012). Se cultiva principalmente en zonas templadas,
requiriendo de 400 a 800 horas de frio para florecer; sin embargo, las temperaturas minimas
invernales y las heladas primaverales son factores limitantes en la produccién de duraznos de
calidad (Obi et al., 2018a).

La cosecha de los frutos equivale a un trauma para la planta, sometiéndola a un estrés que
determina cambios esenciales en su metabolismo (Acuifia y Llerena, 2001). En la frutilla, los frutos
tienen una corta vida posterior a la cosecha, estimado en menos de 5 dias (Pan et al., 2014), debido
a una rdpida deshidratacion, trastornos fisioldgicos, moretones, lesiones mecénicas e infeccién
causada por una amplia gama de hongos fitopatégenos, bacterias y virus (Feliziani y Romanazzi,
2016; Mo y Sung, 2007; Sallato et al., 2007; Spadaro et al., 2004). El moho gris causado por
Botrytis cinerea (Pers.), la antracnosis producida por el género Colletotrichum, y la pudricién de
la frutilla causada por Rhizopus stolonifer (Ehrenb.), son las principales causas de pérdidas de
poscosecha en frutilla (Maas, 1998). Asimismo, la vida itil del durazno es generalmente de 5 a 7
dias a temperatura ambiente; por ello, debido a su alta perecibilidad y siendo un fruto climatérico,
la época de recoleccidén del mismo coincide con su periodo de comercializacién (Yang et al.,
2019). Se estima que la pérdida de poscosecha se encuentra entre el 30 a 40% de los productos
cosechados (Hodges et al., 2011). Dentro de los patégenos mds importantes, debido al ciclo de la
enfermedad y sus efectos en poscosecha, se destacan Monilinia fructicola (G. Winter) Honey y
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. (Fontana ef al., 2021; Xu et al., 2021). Mas del 50% de la
pérdida global en poscosecha se ha atribuido a la pudricién parda, causada por Monilinia sp.,
especialmente en las variedades de maduracion tardia (Obi ef al., 2018a). A pesar de los grandes
adelantos tecnolégicos, se hace muy dificil la cuantificacion de las pérdidas (Matara, 2020; Porat,
2018). Uno de los principales problemas que aquejan a los consumidores, son las frutas duras y
la falta de sabor, dado que se cosechan en etapas inmaduras para soportar largas distancias y evitar
el desperdicio en el supermercado (Cirilli et al., 2016; Iglesias y Echeverria, 2009).

Como consecuencia de lo mencionado previamente, en este capitulo se realizaron
correlaciones de produccion de los cultivos de interés a nivel mundial, sudamericano y nacional,
con el objetivo de cuantificar la actividad productiva de fruticultura dado su potencial en el

desarrollo socio-econdémico de la region.
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Materiales y Métodos

Se realiz6 la busqueda de informacién referida a produccién mundial, sudamericana,
nacional y provincial de frutilla y durazno desde el comienzo del registro hasta el afio 2019,
teniendo en cuenta la base de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAOSTAT). Se realizaron las diferentes regresiones desde el afio 1961 hasta el afo
registrado (2019) de produccidn y superficie cosechada a nivel mundial, sudamericano y nacional.
Adicionalmente, seguin lo propuesto por Simpson (2018), se calculé la tendencia de las diez
mejores producciones en 2019 utilizando el programa estadistico R (2020) y en planilla de calculo
Excel (2003). Ademads, se presentaron los datos recolectados de las importaciones y exportaciones
desde el afio 2000 hasta el dltimo registro (2020) de la base de datos Comtrade de la ONU. La
caracterizacién de volimenes y variedades comercializadas en Argentina se basé en los datos
proporcionados por una consulta al Mercado Central de Buenos Aires (MCBA), principal
acopiador de los mercados concentradores de todo el pais, desde el afio 2002 a 2018.

Resultados

Produccion mundial

La produccién mundial de frutilla se realiza en 73 paises y en 2019 superd los 8,3 millones
de toneladas (tn), tras un aumento del 33,74% calculado sobre los 10 afios anteriores. Por su
parte, la produccién mundial de durazno se realiza en 78 paises y, en el mismo periodo estimado,
crecié un 22,79% logrando una produccién de 25,2 millones de tn. Como se observa en la figura
1, tanto en frutilla como en durazno, el andlisis del comportamiento de la variable produccién
mundial en relacién a la variable afio fue potencial positiva, siguiendo una funcién y = 3E-
271x%9% para frutilla e y = 2E-18x"?"3 para durazno, donde “y~ refiere a la produccién en
toneladas, y “x” al afio, con coeficientes de ajuste R*de 0,9883 y 0,9621, respectivamente. La
superficie de cosecha mundial de frutilla sigue un comportamiento polinémico de segundo grado,
siendo modelizada en la funcién y = 22,877x> - 85748x + 80000000. Lo mismo fue hallado en la
superficie de cosecha de durazno en la funcion y = -144,14x? + 594497x - 600000000, siendo en
ambos casos "y~ la superficie y "x” los afios con un coeficiente de ajuste de R* en frutilla de 0,9689

y 0,9061 en durazno.
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Figura 1. A. Produccion mundial de Fragaria x annanasa (serie 1961-2019). B. Producciéon mundial de Prunus
persica (serie 1961-2019). C. Superficie mundial cosechada de Fragaria x annanasa (serie 1961-2019). D.
Superficie mundial cosechada Prunus persica (serie 1961-2019).

China es el mayor productor de frutilla con mds de 3,2 millones de tn en el afio 2019 y su
posicion en los dltimos 19 afios registrados se mantuvo (Tabla 1). Ademads, las diez principales
naciones productoras son Estados Unidos (1,02 millén de tn), México (0,86 millon tn), Turquia
(0,48 millén tn), Espaiia (0,35 millén tn), Federacion Rusa (0,20 millén tn), Rep. de Corea (0,19
millén tn), Polonia (0,18 millén tn), Marruecos (0,16 millén tn) y Brasil (0,16 millén tn). Sus
producciones alcanzan mds del 80% del total mundial. Las tendencias en las producciones de los
dltimos 10 afios indican una gran variabilidad (en %): aumentos en China (77,6), México (269,6),

Turquia (66,6), Espafia (31,9), Federacién Rusa (12,8) y Brasil (30,9), asi como disminuciones
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en Estados Unidos (19,6), Rep. de Corea (5,3), Polonia (6,8) y Marruecos (52,7) medidos sobre
la produccién del mismo pais comparado con el afio 2009.

De igual manera, el principal productor de durazno a nivel mundial es China y mantuvo
su posicion en los ultimos 17 afios analizados y ha llegado a los 15 mill6n tn en el afio 2019 (Tabla
1). Consecutivamente se encuentran Espafia e Italia con producciones mayores al millon de tn:
1,54 y 1,22 respectivamente. Paises como Grecia (0,92 millén de tn), Turquia (0,83 mill6n de tn),
Estados Unidos (0,73 millén de tn), Irdn (0,59 millén de tn), Egipto (0,35 millén de tn), Chile
(0,33 millén de tn) y Argentina (0,21 millén de tn) alcanzaron valores menores al millén de tn.
Las tendencias positivas en los tltimos 10 afios (en %) se observaron en China (55,7), Espaiia
(25,1), Grecia (16,6), Turquia (51,7), Iran (17,9). Por el contrario, se encuentran tendencias
negativas en Italia (27,5), Estados Unidos (38,9), Egipto (1,4), Chile (14,8) y Argentina (30,0)
comparadas sobre la produccién del mismo pais en el afio 2009.

Tabla 1. Producciéon mundial de Fragaria x annanasa 'y Prunus persica (afio 2019) y tendencias (%)

Produccién en tn del afio 2019
Fragaria x anannasa Prunus pérsica
Pais Producciéon (tn) Tendencia (%) | Pais Produccion (tn) Tendencia (%)
China 3221557 77,66% China 15841928 55,77%
Estados Unidos 1021490 -19,61% Espaiia 1545610 25,16%
Meéxico 861337 269,61% Italia 1224940 -27.59%
Turquia 486705 66,68% Grecia 926620 16,69%
Espaiia 351960 31,93% Turquia 830577 51,78%
Federacion Rusa 208800 12,86% Estados Unidos 739900 -38,38%
Rep. de Corea 192971 -5,30% Irdn 591412 17,92%
Polonia 185400 -6,85% Egipto 358012 -1,43%
Marruecos 167827 -52,73% Chile 330232 -14,89%
Brasil 165440 30,39% Argentina 210000 -30,00%

El médximo alcanzado en el dltimo afio de la superficie cosechada de frutilla fue de 396229
ha, siendo un 23% mayor que lo alcanzado en diez afios (Tabla 2). Se observa que los diez
mayores productores en relacién a la superficie concentran el 75% de la misma (afio 2019) y
coinciden con los diez paises con mayor superficie cosechada, la excepcién la constituyen
Alemania, Egipto, Bielorrusia y Ucrania. Todos los paises tuvieron una tendencia positiva (en %)
en su superficie cosechada a excepcién de Polonia, Estados Unidos y Ucrania.

La superficie mundial cosechada de durazno en el dltimo afio fue de 1527052 ha, siendo
0,07% superior al calculado en los ultimos diez afios. Los diez paises con mayor superficie
concentran el 79,2% de la superficie mundial. Asimismo, los diez paises con mayores

producciones coinciden con los diez paises de mayor superficie cosechada, a excepcién de Rep.
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Popular Democrética de Corea, México y Rep. de Corea. Se observan tendencias positivas (%)

para China (19,1), Espafia (1,2), Turquia (11,4), Rep. Popular Democratica de Corea (46,3) y Rep.

de Corea (48,5). En cambio, se observan tendencias negativas para Italia (35,0), Grecia (5,7),

Estados Unidos (39,7), Irdn (20,4) y México (41,9).

Tabla 2. Hectdreas cosechadas de Fragaria x annanasa 'y Prunus persica (afio 2019) y tendencias (%).

Superficie cosechada en ha correspondiente al afio 2019

Prunus pérsica

Fragaria x anannasa
Pais Superficie (ha) Tendencia (%)
China 126126 70,30
Polonia 49900 -7,09
Federacion Rusa 31122 19,70
Estados Unidos 18130 -22.85
Meéxico 16429 146,02
Turquia 16090 32,43
Alemania 13200 1,71
Egipto 11772 104,27
Bielorrusia 8851 26,44
Ucrania 7900 -3,66

Pais

China

Espaiia

Italia

Turquia

Grecia

Estados Unidos

Irdn

Rep. Dem. de Corea
México

Rep. de Corea

840919
77700
60430
46294
41410
36380
32155
29744
25202
19263

Superficie (ha) Tendencia (%)

19,15
1,26
-35,06
11,46
-5,73
-39,72
-20,44
46,35
-41,96
48,55

Produccion sudamericana

En la Figura 2A-B se muestra el comportamiento de la variable produccién sudamericana

de frutilla y durazno en relacidn a la variable afio, resultando en una relacién parabdlica en ambos

casos con la funcién y = 101,44x%-397184.x+ 400000000 para frutilla y de y = 56,683x*-

213752.x+200000000 para durazno, siendo “y” la produccion en toneladas y "x” el afio, con un

coeficiente de ajuste de R* 0,9481 y 0,8871, respectivamente. La superficie de cosecha

sudamericana de frutilla (Figura 2 C-D) sigue un comportamiento polinémico de segundo grado,

siendo modelizada en la funcién y = 2,068x* — 7970,7.x + 8000000. Lo mismo fue hallado en la

superficie de cosecha de durazno en la funcion y = -51,594x> + 206173.x - 200000000, siendo en

ambos casos y” la superficie y "x” los afios con un coeficiente de ajuste de R* en frutilla de 0,9285

y 0,8174 en durazno.
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Figura 2. A. Produccion sudamericana de Fragaria x annanasa (serie 1961-2019). B. Produccién sudamericana de
Prunus persica (serie 1961-2019). C. Superficie sudamericana cosechada de Fragaria x annanasa (serie 1961-2019).
D. Superficie sudamericana cosechada Prunus persica (serie 1961-2019).

La produccién total de frutilla de paises sudamericanos se increment6 al igual que los
principales paises productores mundiales y representa el 3,73% en relacién a las superficies
mundiales calculadas en el afio 2019 (Tabla 3). Las tendencias (en %) para Chile, Venezuela y
Ecuador resultaron negativas con 27,19, 6,13 y 58,58 respectivamente. Las tendencias positivas
fueron alcanzadas por Brasil (30,39), Colombia (10,31), Perd (40,58), Argentina (31,96),
Paraguay (113,77) y Bolivia (254,20). En estos dos tltimos paises se increment6 mas del doble a
las producciones medidas en 2009. Se visualizan dos grandes grupos de produccidn, aquellos
cuya produccién es inferior a las 5000 tn y aquellas que superan las 10000 tn. Argentina, cuya
posicién mundial es la 30%, posee similares caracteristicas agroecoldgicas que Chile. A su vez,
Argentina se presenta como el sexto pais productor sudamericano y la produccion es la mitad del

pais que se encuentra en el quinto lugar (Pert).
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A diferencia de la frutilla, la produccién total de durazno en paises sudamericanos
disminuy6 un 16,68% en los ultimos diez afios y representa el 3,56% a nivel mundial en el afio
2019 (Tabla 3). Las tendencias (en %) para Chile, Argentina, Brasil, Venezuela, Uruguay y
Paraguay resultaron negativas con 14,80, 30,0, 15,3, 49,1, 32,7 y 92,6 respectivamente. Las
tendencias positivas medidas en relacién al afio 2009 fueron alcanzadas por Bolivia (88,1), Pera
(2,2), Colombia (49,9) y Ecuador (252,5). Se visualizan tres grandes grupos de produccién de
duraznos, aquellos cuya produccién es superior a los 100 millones de tn (Chile, Argentina y
Brasil), un segundo grupo con producciones medias de 50 mil tn (Bolivia, Perd y Colombia) y un
tercer grupo inferior a 20 mil tn (Venezuela, Uruguay, Ecuador y Paraguay). Argentina, cuya
posicion mundial es la 10%, se presenta como el segundo pais productor sudamericano de durazno.
Estos poseen similares caracteristicas agroecoldgicas a los de origen chileno, como ocurre con las
frutillas. A pesar de esto, la produccién alcanzada es de dos tercios respecto a Chile, siendo este

el que se encuentra en el primer lugar.

Tabla 3. Produccion sudamericana de Fragaria x annanasa 'y Prunus persica (afio 2019) y tendencias (%).

Produccién en tn del afio 2019
Fragaria x anannasa Prunus persica

Pais Produccidn (tn) Tendencia (%) | Pais Produccion (tn) Tendencia (%)
Brasil 165440 30,39% Chile 330232 -14,89%
Colombia 53730 10,31% Argentina 210000 -30,00%
Chile 28139 -27,19% Brasil 183132 -15,31%
Perd 28084 40,58% Bolivia 61718 88,10%
Argentina 14750 31,96% Peru 46538 2,29%
Venezuela 14080 -6,13% Colombia 30038 49,98%
Paraguay 4299 113,77% Venezuela 19319 -49,16%
Bolivia 3457 254,20% Uruguay 12832 -32,71%
Ecuador 787 -58,58% Ecuador 4646 252,50%

Paraguay 1412 -92,60%

La superficie sudamericana cosechada de frutilla aumenté un 7% y represent6 un 2,88%
de la superficie cosechada mundial en 2019 (Tabla 4). Brasil, Colombia, Perti, Argentina, Bolivia
y Paraguay obtuvieron tendencias positivas con un rango entre 1,75 a 134,60%. En cambio, Chile
y Venezuela tuvieron tendencias negativas de 29,91 y 63,39% respectivamente. En el mismo
periodo de tiempo, la superficie sudamericana cosechada de durazno disminuyé un 23,42% y
representd un 4,18% de la superficie cosechada mundial en 2019. En relacién a la cantidad de
superficie se observa que los paises Brasil, Chile y Argentina superan las 10000 ha cosechadas
de durazno. Luego siguen Bolivia, Perd, Colombia, Ecuador y Uruguay que cosecharon 8673,

4713, 2320, 1443 y 1296 ha en el mismo afio de andlisis. No obstante, Venezuela y Paraguay
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obtuvieron 946 y 201 ha. La distribucion de las hectireas cosechadas en los diferentes paises
refleja la necesidad del cultivo respecto a las horas de frio necesarias para su correcto crecimiento
y desarrollo. Las tendencias (en %) son en su mayoria negativa salvo para Bolivia (48,1),
Colombia (57,8) y Paraguay (0,5).

Tabla 4. Superficie cosechada sudamericana de Fragaria x annanasa 'y Prunus persica (afio 2019) y tendencias (%).

Superficie cosechada en ha afio 2019
Fragaria x anannasa Prunus persica
Pais Superficie (ha) Tendencia (%) | Pais Superficie (ha) Tendencia (%)
Brasil 4500 27,12% Brasil 15995 -16,01
Colombia 1888 61,64% Chile 15651 -25,47
Chile 1323 12,12% Argentina 12835 -48,90
Peru 1064 -29.91% Bolivia 8673 48,16
Argentina 1044 1,75% Peru 4717 -2,80
Venezuela 659 -63,39% Colombia 2320 57,82
Paraguay 556 134,60% Ecuador 1443 -34.41
Bolivia 394 87,62% Uruguay 1296 -34,41
Ecuador s/d s/d Venezuela 946 -50,21
Paraguay 201 0,50

Produccion nacional

Los valores de la produccién en toneladas en Argentina de ambos cultivos desde el afo
1960 hasta 2017 se muestran en la Figura 3. El comportamiento de la variable produccién de
frutilla y la variable afio fue lineal, siguiendo una funcién y = 215,21x-421248, siendo "y~ la
produccion en toneladas, y “x” el afio con un coeficiente de ajuste de R>= 0,9562 (Figura 3.A).
Los valores de produccién maximos se ubican alrededor de 14000 toneladas. Sin embargo, la
evoluciéon de los afios con respecto a la produccién argentina de durazno no fue posible
relacionarla con ninguna funcién. La produccién alcanza un minimo en el afio 2013 con 83000 tn
y un maximo en el afio 2009 de 300000 tn.

El registro de la superficie cosechada se obtuvo a partir del aio 1985 y 1980 en el caso
de frutilla y durazno, respectivamente. Se observa un comportamiento logaritmico de la superficie
cosechada en frutilla siguiendo la funcién y = 214691n(x)-162267 con un coeficiente R*= 0,7799
y con un méaximo alcanzado de 1000 ha. La superficie cosechada de durazno obtuvo maximos de
45000 ha y minimos de 20000 con un comportamiento parabdlico que se modeliz6 de acuerdo a
la funcién y = 1,7076x* — 7618,9x + 8000000, siendo "y~ las hectdreas cosechadas y "x” el afio

con un coeficiente de ajuste de R?= 0,8732.
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Superficie argentina cosechada Prunus persica (serie 1980-2019).

La produccién nacional de frutilla abastece al consumidor en el mercado interno y externo

con productos frescos y congelados. En el mismo sentido los principales destinos de la produccion

de durazno es el mercado en fresco y los productos derivados de la industrializacién como

conservas y pulpas (Figura 4).
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COMTRADE. Elaboracién propia.

El MCBA es el principal mercado que determina precio en funcién de la oferta y la
demanda de frutas y verduras. La produccién de frutilla abastece a los mercados durante los meses
julio a noviembre, siendo en primavera las ofertas regionales que ocurren en gran parte del pais.
En la tabla 5 se muestran los volimenes promedio mensuales y el origen de las frutillas desde el
afno 2002 a 2018. Las provincias que ingresaron los mayores volimenes en promedio expresados
en porcentaje (%) del total anual del periodo de andlisis fueron: Buenos Aires (31%), Tucumén

(30,6%), Santa Fe (29,5%) y Corrientes (7,6%). El resto de las provincias (13) arrojaron valores
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promedio menores al 1%. Se observan que las regiones del Noroeste, Noreste y Pampeana ofrecen
frutillas durante todo el afio al MCBA, aunque en algunos casos con bajas producciones.
Tabla S. Volimenes promedio mensuales de frutilla en kg (afio 2002- 2018), durante el afio y origen de las diferentes

provincias de Argentina de las mismas. Valores nulos en gris. Gentiliza Mercado Central de Buenos Aires.
Elaboracién propia

= [ o [ )
F 8 o 2 Q = ° o 2 = o 5 £

S ) o = = 2, S
~ £ i < 3 e} 2 A
o Jujuy 0,02 _ 0,37 - 008 017 025 008 0064 0,07
$|  Tucuman 67 797 1195 2039 2372 9504 351,74 568,05 610.69 92,92
E Catamarca 0,01 0,2

Salta 001 0005 0172 017 005
g| Cormentes | 1647 712 321 153 437 1847 5594 8781 1332 7644
95’ Misiones 0,07
“l F

ormosa
< | Entre Rios 0,025 009 034 093 0775
§ Santa Fe 009 005 0035 037 7.25 59,57 182,86 351,08 628,78 416,13
E| Coérdoba 005 014 001
* | Buenos Aires | 169,07 147,33 145,88 1186 68.92 2622 1052 777 31,71 261,36 437.86 423,53
S| Mendoza 057 207 772 876 582 078 044 04 155 047
] San Juan m
= Chubut 052 0,17 0,18
S| LaPampa 0,04 008 0,02 0,58
S| Rio Negro 0,04 0,025 0,04 |
A~ Neuquen 0,025

La produccién promedio mensual de durazno ingresado al MCBA de la serie 2003-2018
seglin su origen se muestra en la Tabla 6. Se observan producciones con comportamiento
estacional comenzando en primavera y verano (desde los meses septiembre a abril), donde se
cubren las horas de frio necesarias por las diferentes variedades de durazno. Las provincias que
ingresaron los mayores volimenes (kg) en promedio total anual del periodo de anélisis fueron:
Mendoza (40%), Buenos Aires (31%), Rio Negro (21%), Jujuy (4%) y Neuquén (2%). La

provincia Santa Fe obtuvo valores menores al 1% al igual que el resto de las provincias (6).
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Tabla 6. Volimenes promedio de durazno kg (afio 2002- 2018), meses (expresados con su inicial) y origen de las
diferentes provincias de Argentina de las mismas. Valores nulos en gris. Gentiliza Mercado Central de Buenos Aires.
Elaboracién propia

= 3 [ )
g 2 g g T = < 2 g £ & E ® %
g g 2 5 : 2 § E =252 % ¢ 3
[7 £ [ < 3 @) 2 A
© Jujuy 0,14 8,9 773,95 223,1 3,01
§ Salta 0,41 0,16 1,5 1,06
3 La Rioja 0,01 0,11 9,14 242 1,15
z Santiago del Estero | 0,64 0,56 2,33 0,41
g Corrientes 3,86 0,79 0,63 0,01 0,01 14,08 7,85 1,2
Z Formosa 0,06 0,01 0,07
s Entre Rios 5,04 0,45 0,17 0,11 32,06 282 1,38
i Santa Fe 20,42 1,25 0,48 0,01 15,59 35,51 33,45
g Cérdoba 0,7 1 7,38 2742 2,84
A Buenos Aires 1659,96 450,325 145,25 0,26 173,31 2206,5 2790,66
° Mendoza 3161,61 2819,5 1339,63 109,83 14 1,03 0,46 6,98 335,73 1977,96
5 San Juan 7,95 9,92 5,32 0,34 0,15 23,5 14,55
San Luis 2,42 18,89 3,01

En relacion a las variedades de frutilla con mayor volumen ingresadas al MCBA fueron:
Camarosa, Aroma y Festival con valores de 40618,4,2921,3 y 2732 toneladas totales en el periodo
2002-2018, respectivamente. Un volumen muy importante de las frutillas que ingresan no
especifica la variedad (44732 kg). En cambio, las frutillas ingresadas con los menores valores en
volumen pertenecen a las siguientes variedades: Sweet Charlie (1307,6), Selva (1284,6), P4jaro
(60,7), Chandler (47,2), R6 (13,9), Tioga (9,6), Ventana (4,2), Rosa Linda (1,9), Tufts (1,6), todas

expresadas en toneladas totales por el periodo mencionado.
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Figura 5. Total de kg ingresados por variedad y regién durante el periodo 2002 a 2018.

En la Figura 6 se muestran los datos recolectados de las variedades de durazno ingresadas
a MCBA. A continuacion, se describird el origen de las variedades cuyo porcentaje sea superior
al 5% del total provincial en el periodo de descripcion. La regién Noroeste, comprendida por las
provincias de Jujuy, La Rioja, Salta, Sgo. Del Estero y Tucumén, presentaron un méiximo de
14998,6 kg correspondiente a la variedad sin especificar cuyo origen principal es la provincia de
Jujuy. La variedad Flordaking obtuvo ingresos totales de 822.,6, 7,9, 2,3, 409 y 0 kg
correspondientes a las provincias segtn el orden mencionado previamente. Consecutivamente, la
variedad Earlygrand obtuvo valores totales de: 221,7, 225.8, 0, 1,8 y 0,9 kg, respectivamente. Por
otro lado, la variedad June Gold obtuvo valores de 4.8, 6,5, 14,7 y 5 kg segun el orden de
provincias, y no se report6 valores para Tucuman. De la misma manera, la variedad Amarillo s6lo
fue ingresada por la provincia de Jujuy (0,5 kg) y La Rioja (48,7 kg). Las provincias del noroeste
ingresaron diferentes tipos de variedades a saber: 12 (Jujuy), 4 (Salta), 3 (Tucumaén), 8 (Sgo. del
Estero) y 12 (La Rioja).

En la regién Noreste, compuesta por Entre Rios y Corrientes, se obtuvo un maximo total
de 450 kg por variedad y las provincias ingresaron 20 y 19 tipos de variedades, respectivamente.

Las variedades ingresadas cuyo origen es la provincia E. Rios fueron: sin especificar (456,7),
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Flordaking (243,4), Early Grand (174,3), 1633 (77,2), entre otras. Del mismo tenor, las ingresadas
por Corrientes fueron: Flordaking (80,5), Dixiland (28,9), Summerset (12,4), Dixon (11,2), Red
Globe (9), y otras de menor importancia regional.

A pesar de que la region Centro abarca las provincias de Buenos Aires, Cérdoba y Santa
Fe, en la Figura 6 se incluy6 como region Centro a la provincia de Buenos Aires y Cérdoba, y en
forma separada se presentaron los datos de la provincia de Santa Fe, de este modo se describid
con mayor detalle esta provincia. Buenos Aires ingresé alrededor de 100 variedades de durazno,
de las cuales aquellas que superaron el 5% fueron: sin especificar (30409,4), Flordaking
(16254,6), June Gold (14314,9), Forastero (7448,7), Dixiland (5712,5) y Flavor Crest (5501,1).
A diferencia de esta provincia, Cérdoba sélo ingresé 7 variedades, de las cuales las mas
representativas fueron: Flordaking (315,1), June Gold (249,1) y aquellas sin especificar (214). El
maximo ingreso de la variedad de durazno por la provincia de Santa Fe fue sin especificar y
alcanz6 507,2 kg. Ademds, Santa Fe presentd un ingreso de 32 variedades, entre las que se pueden
mencionar: Flordaking (265), Elegant Lady (162,6), Barcelo (154,9) y Early Grand (99), las
cuales superaron el 5%.

La regién de Cuyo, conformada por Mendoza, San Juan y San Luis obtuvo un maximo
en variedad sin especificar de 56526 kg totales. En Mendoza, de las 103 variedades reportadas,
s6lo las variedades O'Henry (26100,1), Elegant Lady (13660,2), Cristalino (7869,2) y las sin
especificar superaron el 5%. San Juan presentd 31 variedades de durazno, aquellas sin especificar
fueron de 467 kg, mientras que 162,9 kg fueron de Spring Crest, 90 kg de June Gold, y 58,7 kg
de O'Henry, entre otras. Por su parte, la provincia de San Luis ingresé solo 9 variedades, y las
variedades Flordaking (107,1), June Gold (54,6), sin especificar (33,4) y Hermosillo (14,2) fueron
mayores al 5%.

En el sur, la regién patagénica conformada por Neuquén y Rio Negro, ingresaron las
variedades: O'Henry (2500,9), Pavia Marz (1321,9), sin especificar (894,9) y Elegant Lady
(393,1), entre las 37 variedades reportadas. Rio Negro ingresé 88 variedades, pero los que
superaron el 5% fueron las variedades: O'Henry (20267,9), sin especificar (18921,8), Elegant
Lady (8424.9), Pavia Marz (6483,9) y Fair Time (6434,1).
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Discusion

La frutilla conforma el grupo denominado berries, de los cuales es la fruta mas producida
en el mundo, seguida por el ardndano (Molina et al., 2007). El aumento de la produccién mundial
de frutillas se relaciona con el aumento de la superficie de cosecha, ambos comportamientos son
exponencial positivo. Este hecho podria estar vinculado, ademas, con el aumento de la poblacién
mundial y al cambio en los patrones de alimentacién que tienden a ser mas saludables a través de
la incorporacién de frutas y verduras en la dieta. El aumento de la produccién mundial desde una
perspectiva econdmica, posibilita una alternativa de mercado para nuestro pais. En coincidencia
con Wu et al. (2012) y Simpson (2018), el principal productor mundial es China, que ha
mantenido su posicién en los dltimos catorce afios registrados y el segundo mayor productor es
Estados Unidos que junto a otros paises alcanzan posiciones que no son estdticas, pero se
mantienen dentro del ranking. Este dltimo autor sefiala que el crecimiento en la produccioén de
frutillas fue ocasionado por los paises asidticos, centro-norte de América y los ubicados en el
norte de Africa, debido al mejoramiento de variedades y temporadas largas con dias cortos y
temperaturas cdlidas o suaves.

En los dltimos 10 afios, ha habido un aumento significativo en la produccién de frutilla
en Sudamérica, especialmente en paises como Brasil, Argentina y Chile como consecuencia del
aumento de la superficie cultivada y la mejora de la tecnologia de produccién, segin Barth (2020)
y Antunes y Peres (2013). Estadisticas publicadas con anterioridad por Kirschbaum et al., (2016)
sefialaban a Brasil y Chile como los principales productores, aunque en la actualidad, Colombia
se encuentra en el segundo lugar con casi la mitad de produccién que Brasil. En el mismo estudio
sefialaron que Chile se encontraba en la segunda posicién; sin embargo, su produccién se redujo
de 56300 tn a 28139 tn en 2019. En coincidencia con lo hallado, Kirschbaum et al. (2016)
mostraron que paises como Argentina, Colombia y Perd se encuentran dentro del mismo rango
de 4rea cultivada que Chile, pero sus producciones son menores y esto se relaciona directamente
con las diferencias tecnoldgicas. En cuanto a los destinos de la produccién de frutilla en
Argentina, parte de la fruta se comercializa en los mercados nacionales o regionales, y una porcién
variable se destina al procesamiento (local o exportador). Antunes y Peréz (2013) enunciaron que
gran parte de las frutillas producidas en los paises de América del Sur se consumen frescas
localmente, y una parte de la produccién se destina al procesamiento, principalmente fruta
congelada con una pequefia cantidad para jugo.

Argentina se encuentra dentro de los mayores productores sudamericanos de frutillas,
cuya oferta alcanza los doce meses del afio y esto coincide con el amplio rango de latitud (24° a
42° latitud sur) (Kirchbaum y Hancock, 2000). Mientras el aumento de la produccién fue
constante, la superficie cosechada no lo fue. La relacién entre estos se describe como un

comportamiento logaritmico, por lo tanto, se puede aducir que el aumento productivo se debi6 a
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la mejora tecnoldgica como lo muestra las evaluaciones realizadas por Pernuzzi et al. (2017). El
mercado argentino de produccion de frutilla se dedica tanto a abastecer el consumo en fresco
como al congelado. El MCBA recibe en promedio 5500 tn de la produccidn total proveniente de
Buenos Aires, Santa Fe y Tucuman (Garcia, 2012; Rodriguez et al., 2010; Rodriguez et al., 2018).
La exportacion argentina de frutillas congeladas es una actividad mayor a la exportacién en fresco.
El tiempo de vida qtil con esta técnica es de dos afios. Mayores volimenes de exportacién
permiten posicionarnos en el mercado mundial, situacién que también es aprovechada por Chile
(Viteri y Belé, 2013).

La actividad frutillera es altamente intensiva, debido a la ocupaciéon de mano de obra, y
esto resulta ser fundamental en momentos de crisis de desempleo (BCSF, 2005) y ofrece un
retorno rapido del capital invertido por encima de cualquier actividad fruticola (Baudino, 2013).
Existen tres zonas principales de produccién de frutillas en el pais: norte, centro y sur, las cuales
se identifican por su ubicacién geogrifica y produccion (Viteri y Belé, 2013), y son validados con
los datos obtenidos a través del MCBA. Zona norte, comprende las provincias de Tucumén, Santa
Fe (Coronda es la localidad mas importante) y Corrientes, con produccién de invierno y
primavera. Zona centro, donde se encuentran los cinturones horticolas de La Plata, Gran Buenos
Aires y Mar del Plata, localizando su produccién desde fines de verano a la primavera. Zona sur,
abarca las provincias de Mendoza, La Pampa y las provincias patagénicas, siendo su periodo de
produccién estivo-otofial (Adlercreutz, 2016; Sordo et al., 2017). En la provincia de Santa Fe, en
el Departamento San Jer6énimo la produccién se extiende en las inmediaciones del Rio Coronda
en las localidades de Coronda, Desvio Arijén y Arocena (Bedetta et al., 2011; Sordo et al., 2017).
En particular, las condiciones agroecoldgicas como la calidad de sus suelos y las temperaturas
promedio ptimas favorecen el desarrollo de este tipo de cultivo en esta zona (Adlercreutz, 2016;
Molina et al., 2007; Sordo et al., 2017). La region santafesina, con una produccién promedio
anual de 8000 tn de frutillas, valor que difiere de lo reportado por la FAO en relacion a MCBA,
y un promedio anual de ocupacién de mano de obra de 700 jornales por hectirea, ocupa la mayor
parte de su mano de obra en las épocas de trasplante y cosecha (Caminiti, 2015; Di toro, 2019).
En cuanto al empaque, transporte y comercializacion, se ocupan entre 3000 y 5000 personas en
un periodo de cinco meses de intensa actividad. Adicionalmente, en las plantaciones se generan
distintas empresas de servicios, y la provincia de Santa Fe cuenta con 13 industrias que procesan
alrededor del 50% de la produccién local (Di Toro, 2019; Sordo et al. 2017). Las variedades
utilizadas en el dltimo afio registrado en la regién santafesina presentan una menor
representatividad de lo obtenido a través del MCBA. Dentro de las variedades mas utilizada se
destacan: San Andreas (30% de la superficie), Camino Real (20%) y Benicia; en menor
proporcién Fronteras, Petaluma, Splendor y Sabrina (MCBA, 2019). En relacién a la genética

utilizada en las variedades, existe una dependencia de gastos en la importacién de plantulas y
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pago de regalias propias a contratos de derechos de propiedad (Zeist y Resende, 2019). En la
actualidad, ciertos autores (Antunes y Peres, 2013; Zeist y Resende, 2019) sefialan que las
industrias de viveros especializados en Argentina y Chile suministran plantas a casi todos los
paises de América del Sur de cultivares norteamericanos bajo acuerdos de derechos de propiedad
intelectual, donde los cultivares Oso Grande, Camarosa, Aromas, Diamante, Camino Real,
Albion, Monterey, San Andreas, Palomar y Portola fueron desarrollados en la Universidad de
California; y los cultivares Dover, Sweet Charlie y Florida Festival fueron desarrollados en la
Universidad de Florida. Barth et al., (2020) enfatiza que el origen de estos viveros son los
programas de mejoramiento desarrollados por Estados Unidos, Espafia e Italia; sin embargo, es
de gran relevancia reducir la dependencia de genotipos importados y desarrollar cultivares més
adaptados a las condiciones climéticas de las regiones productoras.

El otro cultivo de interés en esta tesis es el durazno, que es uno de los drboles frutales de
zonas templadas mds importantes econémicamente en todo el mundo, con mds de 39 millones
producidos en 2,3 millones de ha. En coincidencia con Obi et al. (2018b) y Penso et al. (2020),
el mayor productor y con la mayor superficie es China, seguida de los paises europeos. Obi et al.
(2018b) indicaron que la presencia en el ranking de paises de la regién mediterrdnea, incluidos
Espaiia, Italia, Grecia y Francia, se debe al bajo riesgo de dafios por heladas, coincidiendo con los
obtenidos y mostrado en los diferentes rankings. En ese mismo sentido, Penso et al. (2020)
afirmaron que, de 58 paises productores, a diferencia de lo hallado en esta tesis, 19 de ellos poseen
dreas subtropicales o tropicales con baja acumulacién de frio invernal en cuyas zonas se estd
expandiendo la produccién. Como resultado, esto permitird una perspectiva de aumento en la
produccién en el futuro proporcionando una produccién temprana en temporadas estratégicas
cuando hay poca oferta de frutas.

En relacién a la produccién sudamericana, Brasil es uno de los principales productores y
consumidores, cuya tendencia de disminucion de cosecha en los tdltimos afios se debe a una
migracién a otras dreas; sin embargo, la leve disminucién de produccién se explica por el aumento
en la productividad (Baptistella et al., 2019; Dini et al., 2021). En coincidencia con lo hallado,
Chile se encuentra entre los 10 mayores productores de durazno y sus producciones, teniendo en
cuenta la superficie, utiliza alta densidad con tecnologia moderna para obtener altos rendimientos
y buena calidad de exportacion (Nario et al., 2003; Wechsler et al., 2019).

Argentina se encuentra dentro de los principales productores de durazno ocupando el
cuarto lugar en indices de produccién después de la manzana, pera y uva de mesa (Hosch, 2010).
Las variaciones obtenidas en las producciones coinciden con lo analizado en la cadena de valor
donde las causas frecuentes de la baja de produccién se asocian al factor climdtico como las
heladas primaverales y el granizo, que, junto a la tecnologia, afectan la intensidad y el ritmo de la

actividad (Ministerio de Hacienda y Finanzas Publicas, 2016). Esto queda expuesto en el afio

27



2018, donde Argentina no llegé a cubrir en su totalidad la cuota anual de exportacién a México.
Penso et al. (2020) afirman que la irregularidad en las producciones, por ser un cultivo perenne,
se puede deber a la menor disponibilidad de frio invernal que se produce en algunas regiones
templadas, ocasionando una floracién irregular con una menor calidad de la fruta, asi como
también la inestabilidad de las condiciones ambientales entre afios y ubicaciones.

En relacién a los destinos de la produccién y en coincidencia con Franco (2013), se
observa una mayor exportacion tanto en fresco como industrializado, y este tltimo duplica los
valores de la exportacion en fresco. Las conservas se conforman de duraznos en mitades comunes,
tajadas, cubeteados, ensaladas de frutas o coctel de frutas. Aquellas que no retnen las
caracteristicas de calibre, uniformidad y ausencia de defecto entre otras caracteristicas por las
condiciones climaticas al momento de la cosecha, se destina a la elaboracién de pulpas (Marcolini
et al., 2014). Dentro de las limitantes de las exportaciones en el sector industrial se encuentra: la
perecibilidad del producto, la disponibilidad de bodega, el costo del flete aéreo y la presencia de
plagas cuarentenarias que limita el envio a mercados como EEUU (Subsecretaria de
Programacién Microecondémica, 2019). Un andlisis de la cadena de valor de los frutales de carozo
afirma que se destina muy bajo porcentaje de su produccién a la exportacién en fresco (Ministerio
de Hacienda y Finanzas Publicas, 2016). En caso de realizarse, Marcolini ef al. (2014) afirman
que se realiza a través de transporte terrestre refrigerado a los mercados de San Pablo y Rio de
Janeiro en Brasil.

Algunos autores indican que la industrializacion estd condicionada por la estacionalidad
de la materia prima, que coincide con lo hallado, por lo que es necesario contar con duraznos
durante el mes de diciembre y marzo reconvirtiendo hacia variedades muy tempranas o muy
tardias; esto queda evidenciado en lo obtenido en las producciones provinciales que ingresan al
MCBA (Ojer, 2020; Marcolini et al., 2014). Giacobone et al. (2018) afirman que la agroindustria
del durazno impulsa otras producciones como las de tomate, damasco, pera, ciruela, porque gran
parte de la infraestructura de procesamiento y comercializacién son comunes.

La distribucién de los varietales obtenidos por MCBA 'y su época de produccidn, coincide
con lo expuesto por Gariglio y Bouzo (2015), donde la utilizacién de bajos requerimientos de frio
(cultivares de maduracién temprana y extra tempranas) ha permitido la incorporacién de las
provincias Misiones, Corrientes, Jujuy, Salta y Santa Fe en la produccion de duraznos. Giacobone
et al. (2018) muestran que las dos principales provincias productoras son Mendoza (57%) y
Buenos Aires (21%) no coincidiendo en los porcentajes expuestos en esta tesis a través del MCBA
como tampoco con Ojer (2020). En coincidencia con este mismo autor, la mayoria de los
varietales ingresados al MCBA se encuentran sin especificar. Ademads, lo expresado por
Giacobone et al. (2018) no coincide con lo hallado en esta tesis y puede deberse a que el tiempo

de anélisis fue superior al utilizado por los autores. Estos autores afirman que el 95% de la fruta
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fresca se vuelca al mercado interno a través de los mercados mayoristas, Ojer (2020) afirma que
es levemente menor: 90% es para el consumo interno, 9,4% para exportacion y 0,4% para
industria; esto difiere de las relaciones entre lo obtenido en la produccién nacional y aquella
obtenida en la exportacion de fruta fresca y de exportacion, siendo la exportacion en 2019 inferior
al 3%. Las diferencias encontradas se pueden atribuir a los periodos observados, asi como también
a las alternancias de los valores de las producciones cosechadas. La clasificacién utilizada por
MCBA en relacion a los tiempos de ingreso de la fruta coincide con lo expresado por Ojer (2020)
y amodo general son: “extra tempranas” o “muy tempranas” (antes del 30/11); “tempranas” (del
1/12 al 31/12), “medias” (del 01/01 al 15/02) y “tardias” (desde el 16/02). Marcolini et al. (2014),
sefialan que las variedades muy tempranas son por el ingreso de duraznos de Jujuy con variedades
Early Grand y Flordaking. Durante el mes octubre hacen el ingreso las variedades tempranas
desde el norte de Buenos Aires con Flordaking, June Gold y Early Grand. Finalizando noviembre,
la variedad June Gold desde Mendoza empieza a competir, siendo el mes de diciembre el de
mayor ingreso, primero por Buenos Aires y luego por Mendoza, que se invierten en el mes de
enero. En este tlltimo mes ingresa la produccién de Rio Negro y Neuquén que, junto a Mendoza,
durante el mes de febrero son los principales abastecedores y finalizan la campaiia. El resto de los
meses se abastece el mercado en fresco con importaciones.

Argentina posee una histdrica tradicion en lo referido a las actividades agropecuarias. La
regién de produccion del Litoral estd constituida por los sectores norte y centro de Buenos Aires,
delta bonaerense y Santa Fe. La provincia de Santa Fe dentro de los siete territorios con mayor
superficie agropecuaria, tuvo histéricamente un rol exportador y abastecedor hacia otras
provincias (Zana, 2015). Una de las principales caracteristicas de esta regién es que se encuentran
proximas a los nicleos de consumo mds importantes. Por lo antes expuesto, la produccién se
destina casi en totalidad al consumo en fresco, participando en menor medida en las
exportaciones, existiendo un porcentaje bajo que se destina a industria para la fabricacién de jugos
naturales y mermeladas en su mayoria (Subsecretaria de Programacién Microeconémica, 2019).

El circuito productivo santafesino es una actividad en la cual prevalecen las explotaciones
tradicionales, a cargo de la familia del productor y con una minima incorporacién de peones. A
partir de 1960 los duefios eran principalmente migrantes italianos o descendientes de éstos y en
la década del 70, la poblacién de origen boliviana bajo el sistema de medieria le otorga a la
produccién horticola ciertos cambios y nuevas particularidades (Demarchi, 2010).
Aproximadamente se cultivan alrededor de 650 ha de duraznos ubicados en los departamentos
Rosario, Constitucién y San Jerénimo (Santafesina, 2008). En el centro de la provincia se
encuentran aproximadamente 50 emprendimientos que utilizan variedades de bajo requerimiento
de frio como también en el norte provincial, en las cercanias de Reconquista y Rohmang, existen

50 ha dedicadas a este cultivo (Gariglio y Bouzo, 2015).
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Segun datos suministrados por el Ministerio de la Produccién de la Provincia de Santa
Fe, la produccion de frutas y hortalizas se destaca por generar recursos por un valor de 3000
millones de délares y exportaciones por un total de 1000 millones anuales. El nimero de
productores dedicados a la actividad es de aproximadamente 1600 (4% del total), contdndose con
70000 personas como mano de obra ocupada en la cadena frutihorticola provincial (Santafesina,
2008). Desde el punto de vista geopolitico y estratégico este tipo de produccion constituye el
motor de las llamadas economias regionales (Demarchi, 2010; Bouzo et al., 2005). Esto reviste
notable importancia en el proyecto de la fruticultura en la regién Litoral.

Los mercados concentradores mas importantes son el Mercado de Fisherton (Rosario), el
Mercado de Productores de Rosario y el Mercado Concentrador de Santa Fe. Estos mercados
abastecen a mds de tres millones de habitantes a través de camiones refrigerados hacia los grandes
supermercados y desde alli al consumidor. Dentro del andlisis de la cadena frutihorticola realizado
por la Cadena de Fruticultura Santafesina (2008) se indica que el uso de tecnologia radica
fundamentalmente en riego, agroquimicos y tractores; sefialan como debilidades la presencia
fuertemente del trabajo manual, el estado de los transportes (no siempre equipados con frio), la
venta dentro del circuito informal, escasos controles de calidad, falta de informacién estadistica
de precios y volimenes, mercados regionales y nacionales sobre ofertados en ciertos momentos
con poca transparencia y no modernizados, altas pérdidas poscosecha, y un canal de

comercializacién largo e ineficiente.

Conclusion

La frutilla y el durazno, procedentes de la familia Rosaceae, constituyen productos
frutihorticolas con propiedades nutracéuticas, que son consumidos principalmente en el mercado
en fresco. A nivel mundial, las producciones de ambos se encuentran en constante crecimiento.
La produccién de frutilla a nivel nacional no posee incidencia mundial y el total aportado es
minimo, pero la posibilidad de producir en contra estacién es una capacidad comparativa de ser
aprovechada. Contrariamente, la produccidon de durazno posiciona al pais entre los principales
productores a nivel mundial; con caracteristicas estacionales donde el periodo en el cual no existe
produccién, la maquinaria industrial es utilizada con otros productos como peras y tomates.

A nivel provincial, la produccién frutillera es la segunda nacional y posee una economia
regional asociada a la misma. Dentro de las caracteristicas mas importantes se sefiala su mano de
obra intensiva, la diversidad de productos a desarrollar con posibilidad de consumo en fresco o
industrial, como asi también sus exportaciones. El interés regional hace que las practicas
agrondmicas asociadas a la misma sean de interés prioritario para un desarrollo arménico de las
producciones con vistas a alcanzar calidad internacional. De la misma manera, la provincia

presenta condiciones para la utilizacién de variedades de bajo requerimiento de frio de durazno y
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antecedentes en relacion a su manejo. Dentro de las limitantes de la produccién, ademds de
condiciones ambientales extremas, se sittia la falta de estadisticas (que se intent6 subsanar en este

capitulo) y las grandes pérdidas de poscosecha.
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Capitulo II: Aislamiento, caracterizacion morfolégica e identificacion molecular de hongos

fitopatogenos

Introduccion

Los hongos se encuentran en diversas condiciones ambientales, evidencidndose que son
uno de los organismos con mayor adaptaciéon que existen (Alsohaili y Bani-Hasan, 2018).
Maheswari y Komalavalli (2013) afirman que atn se desconoce el niimero real y que sdlo se han
caracterizado entre el 5 y el 13% de las especies flingicas en todo el mundo. Al mismo tiempo, el
proceso de identificacién en ese nivel taxonémico, es fundamental en las ciencias basicas como
aplicadas.

En relacién con esto, los nombres cientificos de los hongos son necesarios para comunicar
la informacién y predecir, entre otras cosas, la evolucidén de los mismos (Raja et al., 2017;
Sudhakar et al., 2013; Blackwell 2011; Schmitt y Barker, 2009). Generalmente se realiza
mediante caracteristicas morfoldgicas; sin embargo, esto podria dar lugar a una designacién
incorrecta debido a que los patdgenos microbianos pueden presentar alta variabilidad
intraespecifica o comprender especies cripticas que pueden diferir fuertemente en el nicho y la
agresividad (Al-Fadhal et al., 2018; Tedeseroo et al., 2019). Ademas, se encuentran algunos
linajes de hongos altamente especificos cuyos caracteres morfolégicos pueden ser polémicos o
problemadticos, incluso para mic6logos entrenados, o presentar hibridacion de especies,
nomenclatura dual, entre otras dificultades (Raja et al., 2017). Esta situacion se agrava por el
cambio climadtico, ya que entre sus consecuencias se encuentra un aumento en la probabilidad de
que se presenten en nuevos establecimientos, como también la expansién de las poblaciones
existentes (Seidl et al., 2017).

El enfoque molecular basado en el uso de las regiones espaciadoras transcritas
internamente (ITS) de ADNr variable (ADN ribosémico) junto al enfoque morfoldgico, pueden
ser utilizados para detectar la diversidad genética de hongos (Saad et al., 2004). Autores como
Anderson y Parkin (2007) y Lord et al. (2002) sefialan que el uso de la secuenciacion de la regién
ITS sirve como marcador confiable para identificar grupos de hongos y, al mismo tiempo, posee
la potencialidad de la deteccion rdpida y altamente sensible (Saad et al., 2004). En consecuencia,
dichos métodos resultan esenciales para la identificaciéon y caracterizacién de hongos, y
consecuentemente identificar microorganismos patégenos y plagas relacionados directamente con
el cambio climatico (Comtet et al., 2015).

Las mayores pérdidas en poscosecha de frutilla se producen por el moho gris causado por
Botrytis cinerea (Pers.); la antracnosis, ocasionada por Colletotrichum sp. Coda y la pudricion
blanda causada por Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill (Mass, 1998). En ese mismo sentido, las

disminuciones productivas en durazno se deben a Monilinia fructicola (Winter) Honey (agente
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causal de podredumbre morena) y R. stolonifer (agente causal de podredumbre himeda). A
continuacién, se realiza una breve descripcion de los hongos fitopatégenos nombrados
anteriormente, los cuales son objeto de estudio en esta tesis.

Botrytis cinerea (Pers.)

La enfermedad causada por B. cinerea, el moho gris, es una de las mds graves que afecta
a una amplia gama de cultivos, todos ellos con gran importancia en todo el mundo (Daferera et
al., 2003). La habilidad de este hongo para atacar a un amplio rango de cultivos, incluso en
diversos modos de infeccidn y bajo diversas condiciones prevalentes de almacenamiento, envio
y comercializacién, hacen de su control un desafio (Drodby y Lichter, 2007). Esta enfermedad se
encuentra en el segundo lugar dentro de la lista de los diez patégenos mundiales basado en su
importancia cientifica y econémica (Dean et al., 2012). La infeccién puede ocurrir antes de la
cosecha y puede mantenerse latente hasta el almacenamiento, donde el patégeno toma ventaja de
la baja resistencia del hospedante para desarrollarse en condiciones de alta humedad y bajas
temperaturas (Romanazzi y Feliziani, 2014). El género Botrytis contiene 22 especies reconocidas
y un hibrido, todos patégenos de plantas. B. cinerea es la tinica especie del género con una amplia
gama de huéspedes, mientras que todas las demds especies de Botrytis se consideran especificas
para una Unica especie vegetal (Staats et al., 2005). La especie B. cinerea presenta un micelio
ramificado, septado hialino a marrén y la forma frecuente de germinacién es la produccién de
conidiosporos (Jarvis, 1977). El rango de temperatura de crecimiento oscila entre los -2 °C a 35
°C, con un 6ptimo entre los 22 °C a 35 °C (Lacey, 1989). Entre las diversas formas de llegada al
hospedante se encuentran: trasplantes contaminados, estructuras invernales (esclerocios), micelio
invernal presente en residuos que permanecen del cultivo previo y Botrytis activo presente en los
cultivos adyacentes (Saito et al., 2016).

Colletotrichum sp. Coda

Colletotrichum es un género complejo de patégenos muy importantes que comprende de
29 a 700 especies (Awang et al., 2011; Than et al., 2008). Al menos un cultivo es afectado por
una o mds especies del mencionado género, ocasionando pérdidas de mas de 50% de frutas y
vegetales, ubicdndolo en la octava posicion de patégenos con mayor importancia econémica
(Dean et al., 2012). La produccién 6ptima de conidios del patégeno, cuando la humedad libre esta
disponible, ocurre entre 25 °C y 30 °C (Chau y Alvarez, 1983). Los mismos se dispersan
localmente en las plantas infectadas por las salpicaduras de lluvia antes de ser diseminados por el
viento (Da Silva et al., 2020). El patégeno infecta inicialmente frutas verdes intactas, no heridas
e inmaduras en el campo. Esto contindia con una rapida germinacién de esporas y la formacién de
un apresorio que, en condiciones ambientales propicias, resultan en una infeccién inactiva
(Sudheeran et al., 2020). El apresorio penetra enzimdticamente la cuticula y luego permanece

como hifas subcuticulares hasta que se alcanza la etapa posclimérica del crecimiento del fruto. A
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temperatura ambiente, la fruta se mantiene fresca durante unos dias, luego su aspecto fisico se
deteriora y los sintomas de la enfermedad aparecen y se descomponen en 6 a 7 dias (Siddiqui y
Ali, 2014).

Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill

Pertenece a la clase Zygomycete, orden Mucorales y la especie se caracteriza por ser un
hongo filamentoso con rizoides complejos y bien desarrollados, esporangiéforos y esporangios
(Bautista-Bafios et al., 2014; Hernandez-Lauzardo et al., 2005). Es considerado uno de los hongos
mds destructivos en poscosecha y se encuentra naturalmente en el aire, suelo y escombros
(Bautista-Bafios et al., 2014). Su répido crecimiento es una de las caracteristicas mas importantes,
evidencidndose el dafio entre los 3 a 6 dias, incluso en condiciones favorables de alta humedad y
temperatura, tarda solamente un dia en manifestarse (Snowdon, 1990). Para el desarrollo de la
enfermedad son necesarias temperaturas alrededor de 5 °C a 34 °C, siendo las 6ptimas entre 26
°C a 29 °C (Lacey 1989). Es un organismo saprofito y posee enzimas que le permite penetrar la
cuticula de frutos no heridos. Rhizopus, a diferencia de Botrytis, ablanda la fruta produciendo la
secrecion de liquidos y una vez infectados, las bajas temperaturas sélo retrasan el desarrollo de la
enfermedad (Bautista-Bafios et al., 2014). Los momentos en los cuales se produce una mayor
incidencia ocurre a medida que se avanza en la cosecha y en la poscosecha, formando parte de
los hongos de almacenamiento (Oliveira et al., 2019). Entre la amplia gama de huéspedes se
encuentran los géneros Allium, Brassica, Cucumis, Cucurbita, Fragaria, Solanum, entre otros
(Baggio et al., 2016; Bautista-Bafios ef al., 2014). En la frutilla es un patégeno ocasional, causal
de la pudricién blanda; mientras que en durazno se encuentra en el segundo puesto, causando
grandes pérdidas econémicas (France, 2013; Salem et al., 2016).

Fusarium sp. Link

Dicho género se puede encontrar en todo el mundo; a pesar de ello, no todas las especies
son cosmopolitas, ya que algunas se encuentran en nichos especificos (Thrane, 2014). Dentro de
los 10 patégenos mds importantes se encuentran en cuarto y quinto lugar dos especies de
Fusarium, pero con rangos de hospedadores contrastantes: F. graminearum en cereales y F.
oxysporum que posee un rango de hospedadores amplio, con severas pérdidas en cultivos tan
diversos como tomate, algodén y banana (Dean et al., 2012).

En la actualidad se han identificado mas de mil especies, de las cuales 70 son bien
conocidas (Stepien et al., 2020). Morfol6gicamente, las especies de Fusarium se distinguen
principalmente en funcién de las caracteristicas de las colonias, la forma de los macro conidios,
la presencia o ausencia de micro conidios y clamidosporas, y la formacién de células conidiégenas
(Omar et al., 2018). Las especies son generalmente saprétrofas; y las necrétrofas, al ser
potencialmente patdégenas, no son patégenas obligadas (Stepien et al., 2020). Se aislan

cominmente del suelo y de diversas partes de plantas aéreas (Barros et al., 2012). Los
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requerimientos ambientales optimos son las condiciones himedas (superior al 86%) y crecen en
un rango de temperaturas desde O °C hasta 37 °C (Thrane, 2014). Se sabe que, una vez producida
la cosecha, fragmentos de tejidos infectados ingresan al suelo, donde los hongos se desarrollan
alimentdndose de materia orgdnica en descomposicién y pueden sobrevivir en condiciones
ambientales desfavorables durante mucho tiempo y germinar cuando aparecen las condiciones
adecuadas para infectar nuevamente las raices de las plantas (Stepien et al., 2020).

Las especies fitopatégenas son responsables de causar varias enfermedades en las plantas,
como pudricién de la corona, tizén de la cabeza, costras, marchitez vascular, pudricién de raices
y cancros (Leslie y Summerell 2006). Segin Ingle y Rai (2011), algunas especies de Fusarium
pueden infectar a los humanos, especialmente a los pacientes inmunosuprimidos.

Monilinia fructicola (Winter) Honey

El género pertenece a la familia Sclerotiniaceae de la division Ascomycota (Garcia-
Benitez et al., 2020). Es un patégeno de gran importancia mundial ya que afecta a frutales de
pepita y carozo ocasionando pérdidas de rendimiento en forma directa durante la floracion, el
tizon de la ramita, pre y poscosecha (pudriciéon parda) (Mari et al., 2019; Obi et al., 2018a). Se
encuentra en frutos momificados en el drbol y en los cancros de ramas o en los frutos momificados
en el suelo (Mari et al., 2012). No son frecuentes las pudriciones en las frutas verdes, pero si en
las frutas envejecidas, observdndose en frutas agrupadas por las micro fisuras de las superficies
de contacto de fruta a fruta debido a las condiciones micro ambientales (Byrde y Willetts, 1977).
En su ciclo de vida los conidios producidos por el micelio invernal producen apotecios, que
forman ascosporas, y son arrastrados por el viento o llevados en partes florales provocando el
primer sintoma, el tizén de la flor. El rango de temperatura éptimo para la germinacién de los
conidios es 15-30 °C. Son capaces de germinar en temperaturas subdptimas (0 y 35 °C) pero, a
temperaturas de 38 °C y menores de 0 °C, no se observé germinacién (Garcia-Benitez et al., 2020;
Thomidis y Michailides, 2010). Al igual que todas las enfermedades de poscosecha de frutos, las
pérdidas indirectas se deben al costo de los fungicidas aplicados, el almacenamiento, traslado y
comercializacion; siendo las pudriciones en la fase de precosecha (59%) mas severas (Larena et
al., 2005). Las infecciones ocurren en el campo y permanecen latentes hasta la cosecha, por lo
tanto, para controlar la pudricién marrén, los tratamientos deberdn proporcionar un efecto
curativo tanto para infecciones establecidas como para aquellas presentes en el fruto (Casals et
al., 2012; Mari et al., 2019).

Debido a todo lo antes expuesto, el objetivo en este capitulo es el aislamiento, la
caracterizaciéon morfoldgica y molecular para la correcta identificacion de los hongos
fitopatégenos de durazno y frutilla, ademds de explorar las principales medidas de proteccién

utilizadas para su control.
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Materiales y Métodos

Aislamiento, caracterizacion y depdsito de cepas fiingicas

El aislamiento de B. cinerea, C. acutatum, R. stolonifer, F. semitectum'y M. fructicola se
realizé a partir de frutas (frutillas y duraznos) que presentaban sintomas caracteristicos de cada
enfermedad causados por los distintos hongos. Se eligieron especialmente aquellas piezas que
presentaban areas de micelio reproductivo caracteristico. Luego se realiz6 un raspado superficial
del micelio aéreo con un ansa estéril y se repicé en placas conteniendo APD (Agar-Papa-
Dextrosa) y cloranfenicol (0,05%), este tltimo para evitar el crecimiento de bacterias que se
hallaran cohabitando la fruta. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante el tiempo
suficiente hasta la produccién de conidios.

Para la obtencidn de los cultivos monospdricos, a cada colonia en crecimiento se le agregd
agua estéril con 0,01% de Tween 20 y se rasp6 con un ansa estéril de modo de obtener una
suspension de conidios. Se filtré a través de gasa con ayuda de una jeringa estéril y se contaron
los conidios en cdmara de Neubauer segtin lineamientos del Clinical and Laboratory Standards
Institute CLSI (2017). A partir de esta solucién de conidios, se obtuvo una solucién madre de
10° conidios/mL y se realizaron diluciones sucesivas en tubos eppendorfs conteniendo 900 pL de
agua destilada estéril y 100 uL de la solucién inmediata anterior, de manera de obtener soluciones
de conidios de concentraciones que fueron desde 10° hasta 10> Unidades Formadoras de
Colonias/mL (UFC/mL). Se tomaron 100 puL de la tltima dilucién y se plaqued en medio APD
con ayuda de espétula de Drigalsky (este procedimiento se realizé por triplicado). Se incubaron
las placas durante 24h entre 15 y 25 °C (segln necesidad para cada hongo), se observé al
microscopio la germinacién de los conidios, se corté con sacabocado la zona del medio de cultivo
donde habia una sola espora germinando y se deposité en el centro de otra placa conteniendo APD
y papeles de filtro estéril alrededor del centro de la siembra. Se dej6 desarrollar de esta manera
cada cultivo monospdrico y el micelio fue embebiendo los pedacitos de papel de filtro que luego
se colocaron en sobres y bolsitas de plastico estériles. Los mismos fueron identificados
morfologicamente y depositados en el Centro de Referencia en Micologia de la UNR, en la
micoteca de la EE INTA San Pedro y en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe).

La conservacién de las cepas se realiz6 en ampollas conteniendo una solucién al 20 %
(v/v) de glicerol estéril en agua destilada a —20 °C, en APD inclinado a 4 °C y en columna de

APD con capa de vaselina a temperatura ambiente.
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Identificacion molecular

Extraccion de ADN

Se coloco parte de micelio en crecimiento en APD de cada hongo en un tubo eppendorf
(aproximadamente un volumen de 200 pL). Se agregé 400 ul de buffer de lisis constituido por:
200 mM Tris-HCl1 pH 7,5, 250 mM NaCl, 0,5% SDS y 25 mM EDTA + 10% NaOH; y se lo llevé
al menos por dos horas al freezer (-20°C). La preparacién se incub6 a 65 °C por 30 minutos y
luego se agregaron 300 uL de NaCl 1 M. Se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
Se recuperd la fase acuosa superior y se afiadié un volumen de isopropanol y se colocé
nuevamente en freezer (-20°), al menos durante 30 minutos. Luego se centrifugd a 10000 rpm por
8 minutos a 4 °C, descartandose el sobrenadante. El pellet se dejé secar por al menos 2 horas a
temperatura ambiente. E1 ADN obtenido se resuspendi6 en 100 ul de buffer TE (10 mM de Tris
HCIpH 7,4y 1 mM EDTA pH 8).

I) PCR

Posteriormente a la extraccion de ADN, de acuerdo al patégeno a identificar, se amplificd
ITS utilizando bibliografia de referencia (White et al., 1990). Las reacciones de PCR se realizaron
en un termociclador Techne TC-312 (Techne, Cambridge, Reino Unido) en mezclas de reaccién
de 20 ul que contenfan 1x PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 0,4 uM de cada primer, 0,2 mM dNTPs,
1 U de Taq DNA polimerasa (PB-L, Productos Bio-Légicos®, Argentina) y 100 ng de ADN
gendémico.

Para cada reaccién se preparé un master mix con GoTaq® Green Master Mix (Mx), 2X
(Promega); que contiene en solucién: ADN Taq polimerasa, dNTPs, MgCl, y tampones de
reaccion a condiciones 6ptimas para la amplificacién de templados de ADN. Las condiciones de

reaccion para la amplificacién en un volumen final de 20 uL se detallan en la Tabla 7:

Tabla 7. Condiciones de amplificacion.

Reactivos Cantidad por reaccion (uL)

10x PCR Buffer 2uL
CI2Mg 50 mM 1uL

dNTPs 10 mM 0,4 uL

ITS1 0,4 uL

ITS4 0.4 uL

H,O mili Q 14,6 uL

Taq 0,2 uL
DNA hongo 1uL

Ademds de las muestras de los patdégenos flingicos en estudio se incluyé un control
negativo, para detectar posibles contaminaciones. Este control contenia todos los componentes de
la PCR excepto el ADN fiingico que se reemplazé con agua desionizada. La amplificacién se

realizé en un termociclador bajo las condiciones detalladas en la Tabla 8.
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Tabla 8. Condiciones del termociclador.

Fase | Temperatura | Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacién inicial 94 °C 5 minutos 1
Desnaturalizacién 94 °C 30 segundos 34
Hibridacién 57 °C 30 segundos 34
Extensién 72 °C 1 minuto 34
Extension final 72 °C 10 minutos 1
Espera final 4°C Hasta el andlisis de los productos de PCR

La visualizacién de los productos amplificados se hizo a través de su migracioén en geles
de agarosa al 1% teniido con GelRed (Biotium, Hayward, EEUU). La migracién se llevé a cabo
por electroforesis horizontal en tampén de corrida TAE 1X (Tris-Acetato 40 Mm, EDTA 1 mM)
a 90 voltios. Se sembraron directamente en el gel de agarosa 2 uL. de los productos de PCR,
incluido el control negativo, ademas de 3 pl. del marcador ADN ladder 100pb. Terminada la
corrida, el gel se visualizé mediante luz ultravioleta (UV) en un transiluminador Biostep UST-
30M-8E (Biostep, Jahnsdorf, Alemania) para su documentacion fotogréafica. Luego, los productos
de PCR positivos se enviaron a purificar y secuenciar a Macrogen (Corea). Las secuencias
obtenidas se compararon con aquellas disponibles en la base de datos de Genbank, utilizando la
herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Andlisis bibliogrdfico de fungicidas aplicados a casos relacionados con esta tesis

Se realizé una bisqueda de funguicidas utilizados en frutilla y durazno para los patégenos
de poscosecha en estudio. Las fuentes bibliogréficas utilizadas fueron la Guia Fitosanitaria de
CASAFE y el Manual fitosanitario disponible en forma online, desarrollado por la Cdmara de la
Industria Argentina de Fertilizantes y Agroquimicos (CIAFA). Luego se contrasté con la
Resolucion 934-2010 de SENASA vy la base de datos realizada por el mismo organismo (Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria). En relacién al limite miximo de residuos
(LMR), se utiliz6 la base de datos de SENASA y del Comité de Codex sobre Residuos de
Plaguicidas (CCPR) con base en las recomendaciones formuladas por la Reunién Conjunta
FAO/OMS. Para los principios activos se detalla su cédigo utilizado por la FRAC (Comité de
Accién de Resistencia de Fungicidas), dosis de aplicacién, LMR, limites mdximos de residuos

internacionales y los casos de resistencia reportados en el cultivo de interés.

Resultados

Caracterizacion morfologica, depdosito y conservacion de las cepas fiingicas

B. cinerea fue caracterizado y depositado en el Centro de Referencia de Micologia
(CEREMIC) de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (FCByF)-UNR, con el
codigo: CCC-100.
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M. fructicola fue caracterizado y depositado en el departamento de Fitopatologia de la
Estacion Experimental San Pedro del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Argentina, con el c6digo: INTA-SP345.

R. stolonifer fue caracterizado y depositado en el Laboratorio de Microbiologia de la
FIQ-UNL (Santa Fe), Argentina, con el cédigo: LMFIQ-317.

C. acutatum 'y F. semitectum fueron caracterizados por la Catedra de Fitopatologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral y depositados en el Centro
de Referencia en Micologia (CEREMIC) de la FCByF-UNR con el c6digo CEREMIC 13-2019 y
CEREMIC 01- 2019 respectivamente.

Identificacion molecular

Se realizd la correcta extraccion de ADN y se realizaron diferentes PCR. En aquellos
casos que la corrida arrojé resultados negativos, se diluyeron las muestras y se realizaron
nuevamente las PCR con las soluciones seriadas hasta lograr el resultado esperado.

Las secuencias de nucleétidos ITS para cada hongo monospérico fueron comparadas con
la base de datos de dominio publico NCBI (Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica;
www.ncbi.nih.gov) para identificarlos en forma molecular. La bisqueda de la secuencia obtenida
del aislado de los diferentes aislados coincidieron con la identificacién morfolégica realizada
previamente.

Se hall6 que la cepa MONG6 de M. fructicola compartia una identidad de nucleétidos del
99,22% mientras que B. cinerea lo obtuvo con 100% con las secuencias ITS de las cepas 18-053.
Ademais, la secuencia de nuclétidos perteneciente a F. semitectum CEREMIC 01-2019 comparti6
una identidad de nucleétidos del 100% cuando se lo comparé con el material tipo F. hainanense.
El nombre legitimo de F. semitectum identificado morfolégicamente es F. incarnatum, el cual
forma parte del complejo de especies F. incarnatum-equiseti.

En relacién al producto de PCR de R. stolonifer, en la base de datos del NCBI mostré que
compartia una identidad de nucleétidos del 100% con las secuencias ITS del aislado SICAUCC
19-0001. Ademas, cabe sefialar que la cobertura y el valor E de probabilidad disminuyeron
drésticamente.

El producto de PCR de C. acutatum, en la base de datos del NCBI mostré que compartia
una identidad de nucledtidos del 98,64% con las secuencias CAL del aislado MANE188 de C.

nymphaeae.
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Tabla 9. Identificacién de los hongos fitopatdgenos, pardmetros de identificacion molecular.

(*) la extraccién de ADN vy la respectiva PCR fue realizada en colaboracién con Ing. Agr. Laura Fernandez

Hit de
Secuencia de Identificacién morfolégica- N° Secuencia con mayor Hi en
Descripcién Valor E  identidad
consulta / gen depésito Gen Bank
(Hi)
M. fructicola isolate MONG6 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
M. fructicola INTA-SP345 99,22% MNO049476.1
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence
B. cinerea 18-053 genes SSU rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, and LSU rRNA,
B. cinerea  CEREMIC 100-2018 100% LC519322.1
ITS5 partial and complete sequence
F. semitectum CEREMIC 01- 2019  F. hainanense CGMCC 3.19478 ITS region; from TYPE material 0 100% NR _164597.1
R. stolonifer isolate SICAUCC 19-0001 small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
R. stolonifer LMFIQ-317 9,00E-14 100% 2i[1720108531|MN267051.1
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence
CL1 C. acutatum CEREMIC 13-2019  C. nymphaeae isolate MANE188 calmodulin (CAL) gene, partial cds (¥) 0 98,64% MW396459.1
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Aplicacion actual de fungicidas en los cultivos de interés
B. cinerea:

En tabla 10 se muestran los fungicidas reportados para B. cinerea. Existen 19 principios
activos autorizados correspondientes a 13 grupos diferentes (cédigo FRAC). Los Limites
Maiximos de Residuos (LMR) establecidos por SENASA son iguales o menores que los
establecidos por el CCPR (Comité del Codex sobre Residuos de Plaguicidas) a excepcién de
Carbendazim (grupo 1). Adicionalmente, los LMR de los fungicidas pertenecientes al grupo 1, 9,
MO03, 46, BM02 y M03, no se encuentran reportados por CCPR. El tiempo de carencia para los
diferentes principios activos ronda el lapso de 1-15 dias, siendo menores en los grupos 3, 9, 12,
MO03 y Azoxistrobina (grupo 11). Los mayores tiempos de carencia se encontraron en el grupo
MO5 para Benomil y Metil tiofanato.

El 63% de las dosis de los principios activos se encuentra entre 0,001-0,002 kg/L de
formulacién por cada litro aplicado, mientras que un 21% se encuentra por debajo del rango
mencionado. En el caso de los principios activos como BMO02 y 46, no se pudo realizar la
comparacién con los principios activos de sintesis quimica (dado que son fungicidas biol6gicos)
y s6lo se obtuvo la dosis por hectarea. Pirimetanil no aparece en la guia de CASAFE, pero si su
registro en SENASA.

Los casos de resistencia para los distintos grupos de fungicidas se muestran en las dltimas
columnas de la misma tabla. El primer caso reportado fue en 1971 y se observa como todos los
grupos de fungicidas, a excepcién de los grupos 46 y BMO02, poseen al menos un caso de
resistencia y de los mismos, el 54% posee al menos un caso de resistencia en el cultivo de interés

(frutilla).

Tabla 10. Principios activos utilizados contra B. cinerea en frutilla. Las mezclas de principios activos se encuentran
descriptos con el simbolo * y el nimero (n° +) del cédigo FRAC con el que realiza la mezcla.

Tiempo  Dosis en litro de

LMR LMR CCPR Casos Afio casos
Codigo Principio de formulacién
(mg internacional resistencia resistencia
FRAC activo carencia  aplicado (kg/L
/kg) (mg /kg) (afios) en frutilla
(dias) de formulacién)
ciclamen
Benomil 3 s/d 15 0,0005 (1971), frijoles
(1984); uvas /
1 Carbendazim 2 1 3 0,00032 vino (1973,
1982, 1988)
Metil tiofanato 2 s/d 10 0,001 lisianthus
(2008)
Iprodione 0,5 10 7 0,001 pepino (1987), 1979
Procimidione 2 s/d 7 0,00075 vid (1979,
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1982), lisianthus
(2008)
Difeconazole varios vegetales
0,3 2 1 0,0012
*(1+) (1992, 1996)
vid (2007), kiwi
7 Boscalid *(2+) 1,2 3 7 0,0018 (2010), manzana 2007
(2010, 2011)
vid (1996, 1999,
2002, 2003)
Cyprodinil vegetales
0,7 10 1 0,0012 2014
9 *(3+) (tomate,
guisantes,
frijoles) (2015)
Pirimetanil 1 s/d 8
Azoxistrobina citrus (2008), 2006
2 10 1 0,00062
" *(1+) kiwi (2010), 2007
Pyraclostrobin uvas, frutas
0,5 1,5 7 0,0018 2008
*(2+) blandas (2015)
Fludioxinil
12 0,4 3 1 0,0012 vid (1993) 2014
*(34)
vid (2003, 2003,
2011), lisianthus
17 Fenhexamid 3 10 3 0,0015 (2008), 2015
frambuesa
(2014)
Aceite de Tea
46 Exento s/d 1,5 L/ha
Tree
Bacillus
BMO02 Exento s/d 1,5 L/ha
Subtilis
MO03 Tiram 3 s/d 1 2-4 kg/ha 1984
Captan 15 15 5 0,002 (1984), vid
M0O4 (2001), pepino
Folpet 10 5 7 0,0016
ope (1989)
MO5 Clorotalonil 5 5 14 2,1-3 L/ha pepino (1989)
C. nymphae

En tabla 11 se muestran los fungicidas comerciales reportados para C. nymphae. Se
hallaron 5 principios activos registrados, de los cuales el grupo 1 se encuentra asociado en mezclas
con el grupo 3 y 11. Existen la misma cantidad de grupos que de principios activos. Los LMR
establecidos por SENASA, tres de ellos no presentan datos en el CCPR y los valores de los

restantes son menores a lo establecido en la normativa internacional. El tiempo de carencia para
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los diferentes principios es de un dia salvo para el grupo 1, que se utiliza en poscosecha. Las dosis
utilizadas son menores a 0,0012 (kg/L de formulacién por cada L aplicado) en el 60% de los
casos; el resto de los mismos, M03 y 46, s6lo se presentan sus dosis por hectarea. En relacién a
los casos de resistencia, para las mezclas previas mencionadas existen casos, sin embargo, s6lo
parael grupo 11 se encontraron resistencias en frutilla. Dos de los grupos (M03 y 46) no presentan

hasta el momento resistencias comprobadas.

Tabla 11. Principios activos utilizados contra C. nymphae en frutilla. Las mezclas de principios activos se encuentran
descriptos con el simbolo * y el nimero (n° +) del cédigo FRAC con el que realiza la mezcla

Dosis en litro
Tiempo de
LMR LMR CCPR Casos Afio de casos
Cédigo Principio de formulacién
(mg internacional resistencia resistencia en
FRAC activo carencia aplicado (kg/L )
/kg) (mg /kg) (afios) frutilla
(dias) de
formulacién)
Banana
(1973), café
(1976); frijol
1 Benomil 3 s/d 15 0,0005 (1976);
Pomaceas
(1982),
Césped (2008)
Difeconazole
3 0,3 2 1 0,0012 Mango (2008)
*(14)
Azoxistrobina Agrotis
11 2 10 1 0,00062 2004; 2008
*(14) (2003)
MO3 Tiram 3 s/d 1 2-4 kg/ha
Aceite de Tea
46 Exento s/d 1,0al,5L/ha
Tree

Los productos utilizados en relacion a R. stolonifer y F. hainanense son PCNB
(pentacloronitrobenceno) y Metan amonio en dosis de 100kg/ha. Benomil, ya descripto
anteriormente, es el Unico registrado en poscosecha. No se encontraron resistencias reportadas
para el primer patégeno mencionado, sin embargo, para F. hainanense se hallaron resistencias
relacionadas al género en tres grupos de fungicidas: Metil Benzimidazol Carbamatos (grupo 1),
Fenilpirroles (grupo 12) e Inhibidores de la metilacion (grupo 3). La primera resistencia reportada
corresponde al primer grupo en el afio 1973, mientras que el grupo 3 fue en 1991 y el grupo 12
en el afio 2008. Ninguna de las resistencias halladas pertenece a los cultivos abordados en esta

tesis.

M. fructicola
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Se hallaron 18 principios activos correspondientes a 10 grupos diferentes. En tabla 12 se
muestra los fungicidas reportados. Los LMR establecidos por SENASA son iguales o menores a
los establecidos por el CCPR, a excepcion de Difeconazole (grupo 3). Los LMR pertenecientes
al grupo 1, grupo 9, M03, 46 y BMO2 no se encuentran reportados por el CCPR. El tiempo de
carencia para los diferentes principios ronda el lapso de 1-15 dias, siendo menores en grupo 1y
en las mezclas del grupo 11 con 7 o 3. Los mayores tiempos de carencia se encontraron para
Miclobutanil (35 dias) y Ziram (28 dias). El 27% de las dosis de los principios activos fueron
menores a 0,001 (kg/L. de formulacién por cada L aplicado), un 66% se encontré entre 0,001-
0,003 kg/L, y el unico que alcanzé la dosis de 0,25 kg/L fue Polisulfuro de Calcio. Los casos de
resistencia para los distintos grupos de fungicidas se muestran en las dltimas columnas de la
misma tabla. En el 40% de los grupos de principios activos se presentan casos de resistencia. Sin
embargo, la mitad de ellos lo present6 en durazno.

En ambos cultivos se utiliza benomil como principio activo de poscosecha.

Adicionalmente, en durazno se utiliza iprodione y fludioxonil.

Tabla 12. Principios activos utilizados contra M. fructicola en durazno.

Dosis en litro
Tiempo de
LMR LMR CCPR Casos
Cdédigo de formulacién Casos
Principio activo (mg internacional resistencia
FRAC carencia aplicado resistencia
/kg) (mg /kg) en durazno
(dias) (kg/L de
formulacién)
| Carbendazim 1 2 7 0,0006 poméceos
Tiofanato metil 1 s/d 10 0,0014 (1976)
2 Iprodione 10 10 0,001 1985; 1994
Miclobutanil 0,2 3 30 0,00025
3 Triforine 0,5 s/d 14 0,0012 1989; 1992
Difeconazole 0,5 0,2 3 0,006
. Azoxistrobina 0,5 2 3 0,0006 pomaéceos
Trifloxistrobim 0,5 3 15 0,00062 (2010)
3+ 11 Tebuconazole + Trifloxistrobim 0,5 4 7 0,003
11+ 7 Piraclostrobim +Boscalid 0,2 3 7 0,0005
12 Fludioxinil 5 5 0,0015
Ferbam 3 s/d 0,002
MO3  Ziram 3 s/d 35 0,002
Zineb 3 s/d 10 0,0021
Captan 15 25 14 0,0014
MO0O4
Folpet 10 s/d 7 0,00125
MO0O5  Clorotalonil 5 3 12 0,002
Nc Polisulfuro de Calcio s/d 28 0,25
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Discusion

Innumerables pérdidas econdmicas pueden prevenirse mediante el conocimiento de la
poblacién de patégenos fingicos con el fin de limitar infecciones mediante un manejo adecuado
de los ecosistemas y cultivos (Muggia et al., 2020). A nivel molecular, ITS se considera como un
primer diagndstico en todos los hongos, por lo que es el marcador de cédigo de barras fingico
universal para identificar inicialmente linajes filogenéticos (Inderbitzin et al. 2020; Liicking et
al., 2020).

BLAST es la técnica de mapeo de lectura mds comtinmente empleada, con posibilidad de
limitar las coincidencias a "Secuencias del material tipo" (Liicking et al., 2020); y en los
resultados expuestos previamente, se encontré que el 80% de los hongos en estudio obtuvieron
coincidencias de més del 97% con materiales tipos. VU et al. (2016), citado por Inderbitzin et al.
(2020) y Liicking et al., (2020), en diversos estudios afirma que al menos un 20% de las especies
no pudo diferenciarse por ITS o 28S rDNA, y esto podria deberse a la insuficiente resolucién
entre especies dentro de las que se encontrarian los géneros Colletotrichum y Fusarium, entre
otros. No obstante, y en coincidencia con lo enunciado por Damm et al. (2012) y O'Donnell et al.
(2015), en esta tesis se obtuvo el mismo porcentaje de identificacion de los patégenos en estudio,
siendo R. stolonifer el patégeno que menos coincidencia arrojé con la base de datos.

Algunos autores sefialan que se debe utilizar ITS como marcador predeterminado con uno
o varios secundarios, entre los que se destacan la B-tubulina I (TUB2), la ARN polimerasa II
dirigida por ADN mads grande (RPB1) y factor de elongacion de la traduccion 1a (TEF1) (Liicking
et al., 2020; Santos et al. 2017). Se han realizado publicaciones de varios géneros donde se
establecen los diferentes marcadores secundarios para la identificacion interespecifica (Marin-
Felix et al., 2017; Marin-Felix et al., 2019). En Botrytis, genes informativos que codifican
proteinas como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), la proteina de choque
térmico 60 (HSP60), la subunidad II de la ARN polimerasa dependiente de ADN (RPB2) y las
proteinas 1 y 2 inductoras de necrosis y etileno (NEP1 y NEP2), se han identificado y utilizado
en ensayos moleculares para mejorar la filogenia del género; y asi, varias especies nuevas han
sido reconocidas y establecidas con nuevos criterios de descripcién que se encuentran resumidas
por Garfinkel (2021). El autor también analiza qué criterios deben examinarse dada la diversidad
para la descripcion de nuevas especies de Botrytis (Richards et al., 2021). En el articulo de Marin-
Felix et al. (2017) se describe para el género Monilinia y sus especies la utilizacion del gen TEF1;
sin embargo, en el mismo documento se advierte una falta de delimitacién de especies basada en
la filogenia molecular y no se sabe que exista material tipo para la mayoria de los taxones. En el
caso de Colletotrichum, para la diferenciacion de especies dentro del género, se utilizan conjuntos
de loci para diferenciar especies entre los diferentes complejos combinados con un enfoque

polifasico, incluido el andlisis de la geografia, datos ecolégicos y morfologicos (Marin-Felix et
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al., 2017). Esto coincide para lo hallado en esta especie donde la identificacién molecular
garantizé que la misma se encontré en el complejo correcto luego de la identificaciéon morfolégica
y determinando ademas la especie. En la actualidad, Fusarium sp. se han identificado mediante
la secuenciacion de TEF1 para clados, y en algunos casos identificando especies: en Irdn se
identificé al 90% como pertenecientes a F. verticillioides y F. proliferatum (Fallahi et al., 2019;
Kotera et al., 2022; Herkert et al., 2019). Los resultados obtenidos en esta tesis indican que las
especies estudiadas se han podido identificar con porcentajes mayores al 95%, sin utilizar
marcadores secundarios. La discrepancia existente entre la descripciéon morfoldgica y la
identificacion molecular, sefialan diversos autores, se debe solucionar a través de la colaboracién
interdisciplinaria y, ademads, los datos de secuencias de ADN de los no tipos, s6lo deben usarse
para la identificacién si estdn respaldados por un taxénomo experto (Inderbitzin et al. 2020;
Liicking et al., 2020).

Respecto al estudio de casos de aplicacién de fungicidas, el momento de aplicacién en
cultivos de frutillas para tratar el moho gris y la antracnosis, es alrededor de la floracidn; y la
repeticion de la practica depende de las condiciones predisponentes hasta la cosecha (Feliziani y
Romanazzi, 2013). La mayoria de las practicas de control recomendadas para Fusarium y
Rhizopus dependen de modificaciones a las practicas agrondmicas (Summeral y Leslie, 2011).
Una de las practicas ha sido el uso de poderosos fumigantes del suelo, que hasta el afio 2005, el
Bromuro de Metilo (MeBr) era el fumigante de suelo mas utilizado (Pincot et al., 2018). En la
actualidad, este fumigante esta prohibido por un tratado mundial promulgado para proteger la
atmosfera. Otra de las précticas es la busqueda de resistencia: en 2019 se documenté que el
patégeno Fusarium puede moverse a través de estolones desde plantas hijas de primera a segunda
generacidn, y en cuyo caso, las plantas hijas de ambas generaciones siempre resultaron
asintomadticas en cultivares de ~Albion’, "Monterey" y “San Andreas™ (Pastrana et al., 2019). A
pesar de lo hallado, los conocimientos sobre la genética de la resistencia al marchitamiento
por Fusarium en frutilla contindan siendo limitados (Pincot et al., 2018).

En durazno, el ciclo del agente causal de la podredumbre morena obliga a realizar
practicas culturales para reducir la cantidad de in6culo; pero no son 100% efectivas, por lo que
las medidas son acompafiadas con el uso de fungicidas. No existen variedades comerciales
resistentes salvo la variedad “Bolinha®, aunque muestra mala calidad de la fruta, tamafio pequefio
y alta susceptibilidad a la formacién de moretones y caida de la fruta antes de la cosecha.

La interferencia de los LMR de plaguicidas en relacion al comercio agricola internacional
estd adquiriendo relevancia en nuevas politicas alimentarias y comerciales. Estudios realizados
indican que LMR maés estrictos en UE en relacion a EEUU redujeron alrededor de un 10% las
importaciones (Hejazi et al., 2022). Los resultados de esta tesis indican que los LMR establecidos

internacionalmente son iguales o mayores a los establecidos por SENASA, por lo que se
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cumplirian los tiempos de carencia estipulados. Sin embargo, existen fitosanitarios como benomil,
procimidione, pirimetanil y thiram para los cuales no se encontraron LMR. Una de las razones de
las diferencias de los LMR se deberia a diferencias en las practicas regionales, en cuanto al
establecimiento de riesgos o estrategias de priorizaciéon en los regimenes europeos y
latinoamericanos (Vryzas et al., 2020). En 2021, el Grupo de Trabajo Ambiental (EWG) publicé
una lista con doce frutas y verduras que presentaban las cantidades mas altas de residuos de
pesticidas (llamadas "docenas sucias"). La misma estuvo compuesta, en orden de importancia,
por: frutilla, espinaca, col rizada, nectarina, manzana, uva, cereza, durazno, pera,
pimiento/morrén y tomate. Segin los datos obtenidos por el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) para su Programa de datos de pesticidas en los tltimos afios, la frutilla
puede contener hasta 45 tipos diferentes de residuos (Nguyen et al., 2020). En durazno, estudios
realizados en China mostraron que se detectdé la presencia de carbendazim,
difenoconazol, flusilazol , tebuconazol y tiofanato-metilo, siendo carbendazim el de mayor
frecuencia (tasa de deteccién del 60,6 %) y residuos de ocho pesticidas que en el 3,2% de las
muestras excedieron sus LMR (Li er al., 2018). En Argentina, s6lo tres grandes mercados
mayoristas de frutas y verduras cuentan con la infraestructura para determinar presencia o
ausencia de residuos de plaguicidas, entre los que se encuentra el MCBA donde la capacidad de
control se ve muy disminuida y los productores, a sabiendas de que no cumplen con la legislacién,
dirigen su mercaderia a otros mercados mostrando permeabilidad en el sector de control (Mac
Loughlin et al., 2018). En este mismo estudio, se encontrd que, de 135 muestras, 88 tenian al
menos un residuo de agroquimico y 53 con dos o mas; y ademds de las muestras positivas para
agroquimico, 49 se encontraron por encima de los LMR en tomates, zanahorias, lechuga,
pimientos y naranjas (Mac Loughlin et al., 2018).

La forma efectiva de reducir las infecciones iniciadas en el campo, incluidas las
infecciones inactivas, es la aplicacién de fungicidas protectores de amplio espectro con énfasis en
frutas en desarrollo, donde se rocian para prevenir germinacidn de esporas y posterior formacién
de apresorios e hifas infecciosas (Singh y Sharma, 2018). Esto no es garantia de erradicacién del
agente etioldgico dado que, por diferentes razones como aplicaciones deficientes o inadecuadas
del fungicida, resistencia, individuos de la poblacién que son menos sensibles y que no pueden
ser controlados, o indculos procedentes de cultivos vecinos del patégeno, ellos pueden sobrevivir
(Mesa et al., 2019).

En coincidencia con Richard et al., (2021), los fungicidas utilizados contra Botrytis en
dosis bajas tienen actividad en un solo sitio y son dirigidos a funciones celulares esenciales. Los
principales grupos de fungicidas efectivos contra este patdgeno, Monilinia y Colletotrichum
utilizados en Argentina que coinciden en revisiones actuales, incluyen: carbamatos de

metilbencimidazol (MBC cédigo 1), dicarboximidas (DCF cédigo 2), anilinopirimidinas (AP
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c6digo 9), fenilpirroles (PP cédigo 12), inhibidores de cetoreductasa (DMI cédigo 3), inhibidores
externos de quinona (Qol cédigo 11), inhibidores de succinato deshidrogenasa (SDHI cédigo 7)
y sustancias multisitio (cédigo M) (Fillinger y Walker, 2016 ).

El grupo MBC inhibe la polimerizacion de la B-tubulina (Vela-Corcia et al., 2018). En la
actualidad se sabe que los sitios de mutacion E198A/G/K, F200Y son los que otorgan resistencia
al principio activo (Young, 2015). Benomil, cuya utilizacién es en poscosecha para ambos
cultivos, demostré su acciébn como agente toxico en concentraciones muy bajas (Kara et al.,
2020). Ademds, se reporta al principio activo carbendazim como causal de embriotoxicidad,
apoptosis, teratogenicidad, efectos mutagénicos y aneugénicos, entre otros (Singh et al., 2016).
En consecuencia, se ha prohibido su utilizacién en muchos paises por lo cual sus residuos se
monitorean en diversos ambientes (Kosubova et al., 2020). Sin importar el cultivo, se lo ha
reemplazado por propesticidas como benzimidazoles y metil tiofanato. Este dltimo es sélo
utilizado en durazno para combatir el patégeno M. fructicola y se encuentran en evaluacion las
medidas por parte de los administradores de riesgos para reducir la exposicién del consumidor
(EFSA et al., 2021).

El grupo descrito anteriormente junto a las dicarboximidas (DCF cédigo 2), comenzaron
a usarse como una alternativa para controlar enfermedades causadas por los géneros Botrytis,
Sclerotinia y Monilinia (Brent y Hollomon, 2007). El mecanismo de accién atin no se conoce por
completo, pero actuaria en la transduccién de sefales osmoéticas, que dependen de dos
componentes de las histidinas quinasas (Dutra et al., 2019). La Agencia de Proteccion Ambiental
de EEUU informé que el 3,5-DCA, unos de los principales metabolitos de la procimidona e
iprodiona (utilizado en poscosecha en Argentina), es un producto cancerigeno con una evaluacion
de riesgo mas toxico y duradero que los compuestos originales, causando dafio al medio ambiente
y alos organismos (Lai et al., 2021). Todos los fungicidas descriptos anteriormente actian a nivel
de la transduccién de sefales al igual que los fenilpirroles (cédigo 12). En este subgrupo, el
fludioxinil se utiliza para ambos cultivos contra B. cinerea y M. fructicola, a diferencia de las
dicarboximidas, donde procimidiona se utiliza sélo en Botrytis. En ensayos recientes, el principio
activo fludioxinil demostrd resistencia cruzada con DCF (Zhou et al., 2020), ademas de
resistencias en campos de frutilla con mecanismos que ain se desconocen (Hu ef al., 2019).

Ciprodinil y pirimetanil, que actian en la sintesis de proteinas y aminoacidos
(anilinopirimidinas AP cédigo 9), se utilizan para controlar el moho gris causado por B.
cinerea en frutas, verduras y flores ornamentales (Brauer et al., 2019; Castro et al., 2020). En
estudios recientes, Hou et al. (2018) comprobaron que ciprodinil no solo inhibia la biosintesis
de metionina, sino que también suprimia la biosintesis de cistina y cisteina. Aislados obtenidos
de durazno/tomate fueron analizados y se encontré que el 43,3% fue resistente a azoxistrobina, el

8,5% a ciprodinil, 4,3% a boscalid, 2,4% a carbendazim y 0,6% a iprodione, mostrando que no
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podian controlarse de manera eficiente mediante el uso de los fungicidas correspondientes (Yin
etal.,2018).

Entre los principios activos que actdan en la respiracion, se encuentra boscalid (cédigo
7), que es utilizado sélo en frutilla. Se encontraron casos de resistencia, para el cual se han
postulado que actuarian en la mutacion del gen Sdh B; sin embargo, en la actualidad los estudios
demostrarian que aun es incierto el mecanismo por el cual ocurre (Liu et al., 2021; Pei-qian et al.,
2019). En investigaciones realizadas durante 10 afios en Alemania, Weber et al., (2020) hallaron
un aumento muy alto (>65%) de los niveles de resistencias en trifloxistrobina, altos (>30%) a
iprodiona, fenhexamid, fludioxonil y cyprodinil, y moderados (10-35%) a tiofanato-metilo.
Ademads de porcentajes crecientes de resistencia del 20% a >50% y de casi cero al 10% para
boscalid y fluopiram, respectivamente. Trifloxistrobina, azoxystrobina y piraclostrobin son
activos que se encuentran entre los Qol (cédigo 11), con mayor efectividad contra Colletotrichum
spp. (Nielsen et al., 2021) aunque también se utilizan en frutilla y durazno para el control de B.
cinerea y M. fructicola. Se descubrié que la mutacién con mayor frecuencia G143A, da como
resultado una resistencia cualitativa a los fungicidas Qol, mientras que otras mutaciones, cOmo
F129L, generalmente dan como resultado una resistencia moderada o parcial (Dowling et al.,
2020). En coincidencia con Newbold (2021) y Dowling et al., (2020), los principios activos
utilizados son curativos y erradicadores, con un tiempo de carencia minimo, por lo que segin
estos autores origind una resistencia generalizada en el campo que provocé la falta de control y
brotes de enfermedades en los cultivos de frutilla, manzana y durazno. Esto queda expuesto en
los casos de resistencia reportados por FRAC para B. cinerea 'y Colletotrichum sp.

Los funguicidas que actdan en la biosintesis del esterol (c6digo 3 y 17) como triforine
(durazno), difeconazole (frutilla y durazno), miclobutanil (durazno) y fenhexamid (frutilla),
mostraron resistencias en los cultivos de interés. Se ha encontrado que este grupo de modo de
accion es el que posee la mayor diversidad de mecanismos de resistencia (Hu y Chen, 2021).

Los principios activos multisitio que se utilizan en ambos cultivos (c6digo M03, M04 y
MOS5) atacan al hongo, como su nombre lo indica, en varios sitios y a través de varias vias
bioquimicas, por lo que los hace menos propensos a seleccionar resistencia en la poblacién
fiingica (Schnabel y Brannen, 2022). Segtin estos autores, se utilizan en proporciones més altas y
generalmente tienen mds eficacia y un perfil de toxicidad menos favorable en comparacién con
los fungicidas de sitio tinico, como lo hallado en esta tesis. Sin embargo, se han hallado resistencia
en diversos cultivos. Esto podria deberse a que el desarrollo de la resistencia se produce a través
de rondas independientes de seleccion, que se sustentan en la acumulacién de mutaciones en los
genes diana, y adicionalmente existen pruebas de campo que muestran una predisposicion a la
seleccién por resistencia en aislamientos que ya eran resistentes a un fungicida no relacionado

(Hu y Chen, 2021).
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Los intereses del publico por los residuos de los fungicidas han contribuido al desarrollo
de diversas alternativas, cuya tendencia es la de reemplazarlos total o parcialmente. Autores como
Feliziani et al. (2013), Palou (2018), El Khetabi et al., (2022), sefialan que los compuestos
naturales, como los extractos de plantas y los aceites esenciales, controlan las enfermedades
poscosecha, tanto in vitro como in vivo, prolongando la calidad general y la vida de
almacenamiento de los productos frescos. Dentro de las opciones comerciales actuales existen
pocos disponibles, entre los que se destacan sélo para uso contra B. cinérea, el Aceite de Tea Tree
y el microorganismo B. subtilis, pero no se conocen sus LMR como tampoco su utilizacién en

poscosecha.

Conclusion

Existe una mayor probabilidad de exposicién humana directa de los quimicos en las frutas
que a los quimicos que se aplican Gnicamente para proteger el follaje. En consecuencia, por los
efectos secundarios de los fungicidas sintéticos se han impuesto fuertes acciones reguladoras
sobre su uso. En forma adicional los consumidores prefieren comprar fruta con pocos residuos de
pesticidas o ninguno en absoluto, lo que induce a los paises importadores a reforzar las estrictas
regulaciones de importacidén con respecto a los LMR en la porcién comestible de la fruta. La
utilizacién de fungicidas con tinico sitio de accién, produjo un aumento en las resistencias y esto
ocasiond la disminucién de los principios activos disponibles para el control de los hongos de
poscosecha en frutilla y durazno. En algunos casos, sélo se realizan medidas preventivas como
para el control de R. stolonifer y F. hainanense. Para Colletotrichum sp., existen pocos principios
activos para su control, debido a que su ciclo se acelera en primavera y esto ocasiona que los
frutos se cosechen sin tener los LMR por debajo de lo permitido. Existe mayor disponibilidad
para la accién contra B. cinerea 'y M. fructicola; sin embargo, los casos de resistencia, la falta de
medidas preventivas y culturales junto al cambio climético, hacen de su control un desafio. El uso
de metabolitos secundarios de plantas se plantea como una alternativa valida para controlar los

hongos de poscosecha.
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Capitulo III: Extraccién de metabolitos secundarios de las especies vegetales seleccionadas

para ser evaluados como fungicidas

Introducciéon

Las plantas se protegen a si mismas de enfermedades fingicas mediante mecanismos que
incluyen barreras fisicas y quimicas; de esta manera se constituyen la variedad de compuestos
que se han utilizado como fuente de innumerables farmacos desde el origen de la humanidad
(Dekebo, 2019; Saajena et al., 2019; Santra & Banerjee, 2020). Autores sefialan que sélo se
utilizan entre el 1 y el 10% de las plantas de las 500000 especies estimadas que existen; mientras
que otros afirman que s6lo 2000 especies han probado su actividad pesticida, por lo que atin no
se han descubierto completamente todos los compuestos bioldgicos titiles (El Khetabi et al., 2022;
Saajena et al., 2019).

El conocimiento de la etnobotanica junto a la etnofarmacologia de extractos y compuestos
naturales han demostrado ser herramientas efectivas en la exploracién de sustancias con actividad
antifingica (Santra & Banerjee, 2020; Matrose ef al., 2021). El medio m4s comun de defensa en
las plantas es a través de algunas sustancias preformadas, los metabolitos secundarios, que, a pesar
de no intervenir en los procesos metabdlicos primarios, aseguran la supervivencia de una especie
en el ecosistema (Borges et al., 2018; Zaynab et al., 2018; Matrose et al., 2021; Saajena et al.,
2019; El Khetabi et al., 2022). Estos metabolitos son diversos y funcionales, por ello su aplicacién
en agricultura, medicina y farmacia, asi como también en las producciones de pigmentos y
surfactantes (Matrose ef al., 2021). La bisqueda de los mismos se realiza en los taxones nativos
silvestres o en las especies invasoras que tienen un mayor potencial de produccién de
antimicrobianos (Santra & Banerjee, 2020; El Khetabi et al., 2022). Dentro de las familias
botinicas de interés se encuentran: Anacardiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Apocynaceae,
Brassicaceae, Burseraceae, Cupressaceae, Dracenaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Flacourtiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Liliaceae, Myrtaceae, Palmaceae, Pinaceae, Piperaceae,
Poaceae, Rutaceae, Sapotaceae Solanaceae y Zingiberaceae (Gwinn, 2018; Lengai et al., 2020;
Mulat et al., 2020; Santra & Banerjee, 2020). Segtin Aderogba et al., (2014) las malezas poseen
metabolitos bioldgicamente activos con el potencial de inhibicidén de patégenos en plantas, por
ello las malas hierbas se deberian utilizar juiciosamente en lugar de emprender su costosa
erradicacion.

La parte de la planta utilizada para fabricar pesticidas botdnicos depende de los
compuestos bioactivos objetivo y de su concentracion en: frutos, flores, hojas, semillas, tallos,
yemas, raices y cortezas. Los compuestos bioactivos se pueden extraer por diferentes técnicas; en
las clésicas se utilizan la extraccién Soxhlet, la maceracién y la hidrodestilacién (Loi et al., 2020).

En la maceracion, las partes de la planta se secan y se muelen en polvo fino para luego extraer
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con solventes organicos dichos compuestos (El Khetabi et al., 2022; Matrose et al., 2021; Lengai
et al., 2020). En la metodologia con Soxhlet, la muestra se muele y se coloca en una bolsa porosa
donde los solventes de extraccion, colocados en el matraz inferior se calientan, luego se vaporizan
y condensan de modo que caen gota a gota sobre el material vegetal y se produce la extraccion
(Dekebo, 2019). El objetivo de los métodos de maceracidn, en la que se realiza extraccion por
solventes, es separar los compuestos vegetales solubilizados por el solvente utilizado dejando
atrds el orujo celular insoluble (Matrose et al., 2021; Dekebo, 2019). Luego, los extractos se
concentran, formulan y evaldan para determinar su eficacia en condiciones de laboratorio,
controladas o de campo (Lengai ef al., 2020). Otro de los métodos, la hidrodestilacion, se lleva a
cabo hirviendo los materiales vegetales con agua, creando vapor donde la composicién de los
destilados resultando en una mezcla de aceites esenciales y agua (Dekebo, 2019).

Los extractos de plantas y aceites esenciales constituyen una de las fuentes més deseables
para la técnica de proteccién vegetal sostenible, donde la mayoria de ellos son utilizados por los
agricultores de los paises en desarrollo (Saajena et al., 2019; Lengai et al., 2020; El Khetabi et
al., 2022). Por esta razén son una fuente de compuestos antiftingicos, lo que los convierte en
fungicidas potenciales para el control de enfermedades de poscosecha (Santra & Banerjee, 2020
Bhutia, 2015; Klein ef al., 2013; Yazdani et al., 2014).

Los productos naturales obtenidos muestran tres atributos clave para la protecciéon de
cultivos: novedad quimica y de mecanismo de accién; y, como la interaccién entre los plaguicidas
botanicos y las plagas es naturalmente bioquimica, es baja la probabilidad de que las plagas
desarrollen resistencia (Lengai et al., 2020; Sparks & Bryant, 2022). En los tdltimos afios, la
aplicacion de extractos vegetales y aceites esenciales (AE) ha recibido un creciente interés como
alternativa natural al uso de quimicos sintéticos comerciales en el control de las principales
enfermedades de poscosecha de frutas y hortalizas (El Khetabi et al., 2022).

El objetivo de este capitulo es la descripcidn de la seleccidn, recoleccién e identificacion
de las especies vegetales a estudiar. Como también describir las técnicas extractivas para la
obtencidén de los productos naturales de distinta naturaleza quimica que serdn evaluados por su
capacidad fungicida.

Materiales y Métodos

La seleccién de plantas, consideradas potencialmente antifiingicas, se basé en la busqueda
etnofarmacoldgica disponible. El criterio por lo cual una especie se considera candidata, es que
se haya utilizado y reportado como antimicético, cicatrizante, vulnerario, antiséptico y efectivo
en infecciones de piel, enfermedades venéreas, entre otras. Una caracteristica adicional de la
bisqueda, es utilizar la cercania taxondmica de un género de plantas informado que se utilizé para

usos anteriormente nombrados. Por ello, se elaboré una ficha descriptiva de cada especie (Anexo
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I Especies). En cada ficha figura: nombres comunes, propiedades medicinales, metabolitos
secundarios de interés y ensayos de la actividad inhibitoria contra bacterias y hongos.

Ademds, el nombre de una especie de planta es clave para comunicar y hallar informacién
sobre sus usos, estado de conservacidn, relaciones y ubicacién dentro de los ecosistemas. Para
ello, se procedi6 a la consulta del nombre correcto a través de las bases de datos reunidas en la
cooperacion de Jardines Botanicos Reales, Kew y el Jardin Botdnico de Missouri en el sitio web
theplantlist.org en su versién 1.1. En el caso de la familia de las compuestas, la base de datos
consultadas se ha integrado en la lista de verificacién global de Compositae utilizando un software
disefiado especificamente para la integracion de listas de verificacion (C-INT, Landcare Research,
Nueva Zelanda). Para obtener certeza de la bisqueda, una vez consultado el nombre cientifico, se
consulté ademads en el sitio web http://wcsp.science.kew.org. Este sitio consta de un programa de
colaboracién internacional que proporciona los ultimos revisados por pares y opiniones
publicadas sobre los nombres cientificos aceptados y sinénimos de familias de plantas
seleccionadas.

Las especies vegetales seleccionadas se muestran en la Tabla 13. Fueron colectadas entre
los meses de abril de 2017 y marzo de 2018 bajo el asesoramiento de la Dra. Andrea G.
Reutemann, investigadora asistente de CONICET y Co-directora de esta tesis. En la Tabla 13
figuran los datos de las especies vegetales objeto de estudio, con el ejemplar de referencia

depositado en el Herbario de la FCA-UNL “Arturo Ragonese” (Herbario SF).

Tabla 13. Datos identificatorios de las especies seleccionadas.

NO
Nombre Fechade Lugar de colecta o de
Nombre cientifico Familia Voucher
vulgar colecta Adquisicién
specimen
Reserva Escuela
Dysphania ambrosioides (L.) MD40
Paico Amaranthaceae 11/1/2018 Granja, Esperanza,
Mosyakin & Clemants UNL
Santa Fe
Falsa
Alberdi y Col6n, Zona
viznaga, MD37
Ammi majus L. ) Apiaceae 18/10/2017 Urbana, Esperanza,
Apio UNL
Santa Fe
cimarrén
Campus FAVE, Ruta
Austroeupatorium inulifolium Chilca de MD47
Asteraceae 9/2/2017 70, Esperanza, Santa
(Kunth) R.M. King & H. Rob. olor UNL .
e
MD49 Ruta 70 y América,
Baccharis frenguelli Cabrera Chilca Asteraceae 6/2/2017
UNL Esperanza, Santa Fe
Baccharis salicifolia (Ruiz y MD48 Ruta 70 y América,
Chilca Asteraceae 6/2/2017
Pav.) Pers. UNL Esperanza, Santa Fe
Conyza bonariensis var. MD51 Campus FAVE,
Conyza Asteraceae 5/3/2018
bonariensis (L.) Cronquist UNL Esperanza, Santa Fe
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Conyza bonariensis var.

angustifolia (Cabrera) Cabrera

Conyza sumatrensis (S.F.Blake)

Pruski & G.Sancho

Echium plantagineum L.

Rapistrum rugosum (L.) All.

Cyperus rotundus L.

Fymbristilis dichotoma (L.)
Vahl

Schoenoplectus americanus

(Pers.) Volkart

Schoenoplectus californicus

(C.A.Mey.) Sojak

Vachelia caven (Molina)

Molina

Pelargonium graveolens L'Hér.

Leonurus japonicus Houtt

Plectranthus madagascariensis

(Pers.) Benth.

Plectranthus neochilus Schltr.

Laurus nobilis L.

Melaleuca citrina (Curtis)
Dum.Cours.
Melaleuca linearis Schrad. &

J.C. Wendl.

Conyza

Conyza

Flor

morada

Nabo

Barba de

indio

Totora

Totora

Aromito

Geranio

Cuatro

cantos

Incienso

Boldo

paraguayo

Laurel

Limpiatubo

Limpiatubo

Asteraceae

Asteraceae

Boraginaceae

Brassicaceae

Cyperaceae

Cyperaceae

Cyperaceae

Cyperaceae

Fabaceae

Geraniaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lauraceae

Myrtaceae

Myrtaceae

MD38
UNL

MD50
UNL

MD26
UNL

MD25
UNL

MD52
UNL

AGR192
UNL

MD29
UNL

AGR 197
UNL

MD39
UNL

MD58
UNL

MD45
UNL

MD21
UNL

MD32
UNL

MD44
UNL

MD36
UNL

MD28
UNL

18/10/2017

5/3/2018

11/10/2017

11/10/2017

20/5/2018

11/10/2017

11/10/2017

11/10/2017

17/10/2017

10/12/2017

10/12/2017

2/2/2016

11/10/2017

18/12/2017

11/10/2017

11/10/2017

Ruta 70 y Janssen,
Zona Urbana,
Esperanza, Santa Fe
Campus FAVE,
Esperanza, Santa Fe
Paso Vinal a 200m de
entrada de Escuela
Granja, Esperanza,
Santa Fe
J.J. Urquiza y J. Ramb,
100m hacia el norte,
Esperanza, Santa fe
Campus FAVE, Ruta
70, Esperanza, Santa
Fe
Reserva Escuela
Granja, Esperanza,
Santa Fe
Reserva Escuela
Granja, Esperanza,
Santa Fe
Reserva Escuela
Granja, Esperanza,
Santa Fe
Campus FAVE, Ruta
70, Esperanza, Santa
Fe
CECIF, Esperanza,
Santa Fe
Campus FAVE, Ruta
70, Esperanza, Santa
Fe
CECIF, Esperanza,
Santa Fe
Belgrano 3236, Zona
urbana, Esperanza,
Santa Fe
Belgrano y Colén,
Esperanza, Santa Fe
Almafuerte y Moreno,
Esperanza, Santa Fe
CECIF, Esperanza,

Santa Fe
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Camino de Escuela

MD31
Melaleuca linearis var. linearis. Limpiatubo Myrtaceae UNL 11/10/2017 Granja, Esperanza,
Santa Fe
Alberdi y Col6n, Zona
MD35
Fumaria officinalis L. Fumaria Papaveraceae UNL 11/10/2017 Urbana, Esperanza,
Santa Fe
Persicaria acuminata (Kunth) Catay SG1675 Retiro San Juan, San
Polygonaceae 30/3/2015
M. Gémez grande UNR Pedro, Buenos Aires
MD27 CECIF, Esperanza,
Citrus paradisi Macfad. Pomelo Rutaceae 11/10/2017
UNL Santa Fe
Belgrano 3236, Zona
Taco de MD33
Tropaeolum majus L. Tropaolaceae 11/10/2017 urbana, Esperanza,
reina UNL
Santa Fe
N. Schneider y
Bandera MD34 Almafuerte, Zona
Lantana camara L. Verbenaceae 11/10/2017
espafiola UNL urbana, Esperanza,
Santa Fe
Olivella,
Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Salvia Getary  26/05/2017 Depto. La Capital (Sta.
Verbenaceae
Britton & P. Wilson morada Gutiérrez Fe)
05(FHUC)
6km al NO de los
JFP11609
Lippia turbinata Griseb. Poleo Verbenaceae UNL 5/12/2016  Chiriguanos, Dpto de

Bermejo, Formosa

Preparacion de extractos fijos

Segtin el tipo de compuestos quimicos de interés y la humedad del material recolectado, se
realizaron procesamientos diferentes. El material vegetal fresco (Figura 7.A), se colocé en un
lugar seco y ventilado hasta su deshidratacion (Figura 7.B). Una vez seco, fue molido mediante
Mixer Philips modelo HR1363/06 y almacenado para su posterior procesamiento (Figura 7.C).
Los solventes utilizados para las maceraciones sucesivas fueron hexano, acetona y metanol (segtin
especie), marca Ciccarelli calidad p.a (Figura 7.D). El material vegetal fue separado por filtracion
con vacio mediante embudo Buchner de 112 mm de didmetro (Figura 7.E) y los extractos fueron
concentrados a presion reducida hasta sequedad mediante un evaporador rotatorio Biichi modelo
B-480 (Figura 7.F). El método de procesamiento para las plantas P. madagascariensis y P.
neochilus fue diferente, como se explica en el apartado siguiente.

En la Tabla 14 se describe la especie vegetal, la parte utilizada con la cual se realiz6 el
extracto, la cantidad de material seco procesado (expresada en gramos), la abreviatura que se

utilizard de ahora en adelante para nombrar la muestra, el solvente de extraccion y los tipos de
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extractos obtenidos. El método extractivo basado en maceraciones sucesivas se 1o nombra como

método extractivo A.

Figura 7. Imdgenes que muestran el tratamiento del material vegetal y los equipos utilizados para realizar los
extractos fijos. A. Material vegetal. B. Secado. C. Molienda y pesaje. D. Material en proceso de maceracién. E.

Proceso de filtrado. F. Equipo Rotavapor. G. Aparato Soxhlet. H. Equipo de destilacién al vapor.

Tabla 14. Especie, parte utilizada, cantidad de material seco procesado (g), abreviatura y tipo de extracto. Método

extractivo: (A) Maceraciones sucesivas 2-3 x24 h.

Parte  Material Método Tipo de extracto
Nombre cientifico Abreviatura
usada  seco (g) extractivo segiin solvente usado
H de D. ambrosioides A Hexano
D. ambrosioides hojas 104,4
Ac de D. ambrosioides A Acetona
planta H de A. majus A Hexano
A. majus 84,7
entera MeOH de A. majus A Metanol
H de A. inulaefolium hj A Hexano
hojas 19,3 Ac de A. inulaefolium hj A Acetona
MeOH de A. inulaefolium hj A Metanol
A. inulifolium
H de A. inulaefolium f1 A Hexano
flores 213,0 Ac de A. inulaefolium f1 A Acetona
MeOH de A. inulaefolium {1 A Metanol
H de B. salicifolia A Hexano
B. salicifolia hojas 112,5
MeOH de B. salicifolia A Metanol
parte 992 H de E. plantagineum pa A Hexano
aérea ’ MeOH de E. plantagineum pa A Metanol
E. plantagineum
H de E. plantagineum fl A Hexano
flores 45,1
Ac de E. plantagineum fl A Acetona
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R. rugosum

C. rotundus

F. dichotoma

S. americanus

S. californicus

V. caven

L. japonicus

P. madagascariensis

P. neochilus

F. officinalis

P. acuminata

T. majus

L. camara

parte

aérea

flores

flores

flores

rizomas

flores

rizomas

flores

flores

hojas

hojas

hojas
parte
aerea
hojas

parte
aerea

hojas

203,5

63,4

304

6,1

334

8,9

167,2

9,8

135,3

82,1

138,51
182,08

53,3

80,7

25,6

90,3

MeOH de E. plantagineum fl
H de R. rugosum pa
MeOH de R. rugosum pa
H de R. rugosum fl
MeOH de R. rugosum fl
H de C. rotundus
Ac de C. rotundus
MeOH de C. rotundus
H de F. dichotoma
MeOH de F. dichotoma
H de S. americanus rz
Ac de S. americanus rz
MeOH de S. americanus rz
H de S. americanus fl
MeOH de S. americanus fl
H de S. californicus rz
Ac de S. californicus rz
MeOH de S. californicus rz
H de S. californicus fl
MeOH de S. californicus fl
Hde V. caven
MeOH de V. caven
H de L. japonicus
MeOH de L. japonicus
H de P. madagascariensis
H de P. neochilus
H de F. officinalis
Ac de F. officinalis
MeOH de F. officinalis
H de P. acuminata
Ac de P. acuminata
H de T. majus
MeOH de T. majus

H de L. camara

P S - O O e e e e i e s S e i i i S i

Metanol
Hexano
Metanol
Hexano
Metanol
Hexano
Acetona
Metanol
Hexano
Metanol
Hexano
Acetona
Metanol
Hexano
Metanol
Hexano
Acetona
Metanol
Hexano
Metanol
Hexano
Metanol
Hexano
Metanol
Hexano
Hexano
Hexano
Acetona
Metanol
Hexano
Acetona
Hexano
Metanol

Hexano

Preparacion de extractos en casos particulares

Las hojas de P. madagascariensis y P. neochilus fueron sometidas a extraccion con

diclorometano durante 4 h utilizando un equipo Soxhlet (Figura 7.G.). Después de la filtracion

del residuo vegetal, se eliminé el solvente por evaporacion a presion reducida y se obtuvo el

extracto de diclorometano (Tabla 15). Se aclara, ademads, que se utiliz6 la letra B para indicar

este método extractivo.
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Tabla 15. Especie, parte utilizada, cantidad de material seco procesado (g), abreviatura y tipo de extracto. Método
extractivo: (B) Soxhlet durante 4 h.

Tipo de
. . extracto
Nombre cientifico Parte  Material Abreviatura Meétodo segdin
usada  fresco (g) extractivo
solvente
usado
DCM de P.
P. madagascariensis hojas 138,51 B Diclorometano
madagascariensis
P. neochilus hojas 182,08 DCM de P. neochilus B Diclorometano

Obtencion de Aceites esenciales

Para aquellos casos en que las plantas presentaban principios activos en sus aceites

esenciales, se realizaron destilaciones por arrastre con vapor de agua utilizando el equipamiento

fabricado segiin normas farmacopeicas, mostrado en la Figura 7.H. En todos los casos, se tuvo en

cuenta la precaucién de no someter a secado el material recolectado para evitar la liberacién de

los compuestos voldtiles. En la Tabla 16 se describe el modo en el que se proces6 cada especie

vegetal destinada a la obtencidn de aceites esenciales.

Tabla 16. Especie, parte utilizada, abreviatura, cantidad de material fresco procesado (g), y método extractivo.

Especie vegetal Parte usada Abreviatura Material Método extractivo
fresco (g)
Destilacion por arrastre
A. inulifolium flores AE Ai 517,96 con vapor de agua
Destilacién por arrastre
B. frenguelli )
hojas AE Bf 425,86 con vapor de agua
Destilacién por arrastre
B. salicifolia .
hojas AE Bs 311,16 con vapor de agua
Destilacion por arrastre
C. bonariensis var. angustifolia )
hojas AE Cbvar.ang 1131,3 con vapor de agua
Destilacién por arrastre
C. bonariensis var. bonariensis .
hojas AE Cbvar.b 1047,42  con vapor de agua
Destilacion por arrastre
C. sumatrensis )
hojas AE Cs 342,56 con vapor de agua
Destilacién por arrastre
P. graveolens
hojas AE Pg 652,7 con vapor de agua
Destilacion por arrastre
L. nobilis .
hojas AE Ln 571,47 con vapor de agua
Destilacién por arrastre
M. citrina .
hojas AE Mc 468,25 con vapor de agua
Destilacién por arrastre
M. linearis
hojas AE Ml 506,25 con vapor de agua
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) ) Destilacion por arrastre
M. linearis var. linearis

hojas AE Mlvar.l 654,65 con vapor de agua
Destilacion por arrastre
C. paradisi
flores AE Cp 275,75 con vapor de agua
Destilacién por arrastre
L. alba
hojas AELa 423,51 con vapor de agua
Destilacion por arrastre
L. turbinata
hojas AE Lt 346,78 con vapor de agua
Destilacion por arrastre
D. ambrosioides hojas AE Da 250,55 con vapor de agua
Resultados

Seleccion de las especies vegetales

La seleccion de las especies vegetales se realizo en base a fuentes complementarias de
informacion: busqueda bibliografica de plantas usadas como antiflingicas, datos etnobotdnicos
de la flora del centro-norte de nuestro pafs, estudios previos realizados por otros grupos y
observacion empirica de frutos o plantas que no sufren contaminacién microbiana. En el Anexo
I se explicita esta exploracién bibliografica para cada planta evaluada por su capacidad
antifingica y en la Tabla 13 de este capitulo se informan los datos identificatorios de todas ellas.

Rendimientos

En las Figuras 8, 9 y 10 se muestran los rendimientos de todos los extractos fijos
hexdnicos, aceténicos y metandlicos, respectivamente. Los resultados se expresan en gramos de
extracto obtenido mediante el método A/100 gramos de muestra procesada (en porcentaje).

Dentro de los extractos hexdnicos (Figura 8), el que obtuvo mayor rendimiento fue el
correspondiente a H de 7. majus con un 2,6%. Rendimientos menores al 2,6% pero mayores al
1% fueron obtenidos de las muestras de: H de A. majus (1,25%), H de P. acuminata (1,16%), y
H de F. officinalis (1,09%). El resto de los extractos hexdnicos presentaron rendimientos menores
al 1%: H de E. plantagineum pa (0,83), H de A. inulaefolium hj (0,82%), H de B. salicifolia
(0,82%), H de F. dichotoma (0,79%), H de V. caven (0,56%). Ademas, H de A. inulaefolium fl,
Hde P. madagascariensis, H de S. americanus fl, H de L. camara, H de L. japonicum obtuvieron
rendimientos de 0,47%, 0,32%, 0,3%, 0,29% y 0,25%, respectivamente. L.os extractos hexanicos
que presentaron menores rendimientos fueron: H de C. rotundus (0,24%), H de S. californicus fl
(0,23%), H de R. rugosum pa (0,18%), H de R. rugosum {1 (0,18%), H de D. ambrosioides
(0,12%), H de P. neochilus (0,12%), H de E. plantagineum fl (0,1%), H de S. americanus rz
(0,09%) y H de S. californicus rz (0,06%).

Dentro de los extractos acetonicos (Figura 9), el que presentdé mayor rendimiento
(11,64%) fue el correspondiente a Ac de D. ambrosioides. Valores de rendimiento superiores a

1% fueron alcanzados por: Ac de P. acuminata (6,81%), Ac de A. inulaefolium hj (5,38%), Ac
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de E. plantagineum fl (1,72%), y Ac de F. officinalis (1,5 %). Por otro lado, valores de
rendimiento menores al 1% fueron observados en: Ac de C. rotundus (0,7%), Ac de A.

inulaefolium f1 (0,62%), Ac de S. californicus rz (0,2%), y Ac de S. americanus rz (0,12%).

Rendimiento de extractos hexanicos

S. californicus rz
S. americanus rz
E. plantagineum fl
P. neochilus

D. ambrosioides
R. rugosum fl

R. rugosum pa

S. californicus fl
C. rotundus

L. japonicum

L. camara

S. americanus fl
P. madagascariensis
A. inulaefolium fl
V. caven

F. dicotoma

B. salicifolia

A. inulaefolium hj
E. plantagineum pa
F. officinalis

P. acuminatum

A . majus

T . majus

[T

0 025 05 075 1 1,25 1,5 1,75 2 225 25 275

Rendimiento (%)

Figura 8. Rendimiento de extractos hexdnicos de las distintas muestras vegetales procesadas mediante el método de
extraccion A.

Rendimiento de extractos aceténicos

S . americanus rz
S. californicus rz
A . inulaefolium fl
C. rotundus

F . officinalis

E . plantagineum fl
A.inulaefolium hj
P . acuminatum

D . ambrosioides

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

Rendimiento (%)

Figura 9. Rendimiento de extractos aceténicos de las distintas muestras vegetales procesadas mediante el método de
extraccion A.

Dentro de los extractos metanélicos (Figura 10), el que presentdé mayor rendimiento
(8,41%) fue el correspondiente a MeOH de F. dichotoma. Rendimientos mayores al 5%
resultaron de: MeOH de F. officinalis (6,87%), MeOH de A. inulaefolium hj (6,17%) y MeOH
de B. salicifolia (5,04%). Finalmente, los extractos metandlicos con rendimientos menores al 5%

fueron: MeOH de T. majus (4,64%), MeOH de R. rugosum fl (4,57%), MeOH de S. californicus
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fl (3,95%), MeOH de R. rugosum pa (3,87%), MeOH de E. plantagineum pa (3,86%), MeOH de
S. americanus fl (3,28%), MeOH de A. majus (3,09%), MeOH de A. inulaefolium 1 (2,98%),
MeOH de L. japonicum (2,91%), MeOH de S. americanus rz (2,76%), MeOH de S. californicus
1z (2,67%), MeOH de C. rotundus (2,36%), MeOH de E. plantagineum fl (1,79%) y MeOH de
V. caven (1,11%).

Rendimiento de extractos metandlicos

V. caven ——
E. plantagineum fl ————2
C. rotundus —————1
S. californicus r; ——————1
S. americanus r; f———————

L. japonicum 1
A. inulaefolium fl |
A. majus

S. americanus fl

E. plantagineum pa
R. rugosum pa

S. californicus fl

R. rugosum fl

T. majus
B. salicifolia
A. inulaefolium hj
F. dicotoma
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Rendimiento (%)

Figura 10. Rendimiento de extractos metandlicos de las distintas muestras vegetales procesadas mediante el método
de extraccion A.

Como se puede observar, los mayores rendimientos fueron obtenidos en los extractos
alcohdlicos (metandlico) en comparaciéon con los extractos preparados con otros solventes
(hexano y acetona). Este hecho se debe a la mayor capacidad extractiva (polaridad) de los
alcoholes en cuanto a metabolitos primarios y secundarios de plantas. Los solventes menos
polares que los alcoholes, extraen menor cantidad de metabolitos, produciendo un menor
rendimiento de sus respectivos extractos.

Rendimientos de extractos preparados por Soxhlet

La tabla 17 muestra el rendimiento del material perteneciente al género Plectranthus

utilizando la metodologia extractiva Soxhlet con el solvente diclorometano.
Tabla 17. Rendimiento de los materiales del género Plectranthus utilizando el método extractivo B.
Material fresco

Nombre cientifico Parte usada Abreviatura Rendimiento (%)
procesado (g)

P. madagascariensis hojas 138,51 DCM de P . 0,24
madagascariensis
P. neochilus hojas 182,08 DCM d.e p. 0,35
neochilus
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El mayor rendimiento se obtuvo para P. neochilus (0,35%) respecto a P.
madagascariensis (0,24%). Ademas, estos rendimientos fueron similares a los encontrados
utilizando el método A con solvente hexano 0,12 y 0,32%, respectivamente.

Rendimientos de aceites esenciales

En la Tabla 18 se informan los rendimientos en porcentaje (mL de aceite esencial
obtenido/100 g de material vegetal fresco procesado) de cada especie sometida a esta

metodologia extractiva.

Tabla 18. Rendimiento de los aceites esenciales extraidos de las muestras vegetales correspondientes.

Especie vegetal Parte usada Abreviatura Rendimiento (%)
D. ambrosioides hojas AE Da 0,4
A. inulifolium flores AE Ai 0,04
B. frenguelli hojas AE Bf 0,23
B. salicifolia hojas AE Bs 0,42
C. bonariensis var. angustifolia hojas AE Cbvar.ang 0,07
C. bonariensis var. bonariensis hojas AE Cbvar.b 0,09
C. sumatrensis hojas AE Cs 0,12
P. graveolens hojas AE Pg 0,31
L. nobilis hojas AE Ln 0,49
M. citrina hojas AE Mc 0,58
M. linearis hojas AE Ml 1,15
M. linearis var linearis hojas AE Mlvar.l 0,55
C. paradisi flores AE Cp 0,18
L. alba Hojas AE La 0,54
L. turbinata hojas AE Lt 0,56

El mayor rendimiento se obtuvo con AE M1, con un porcentaje del 1,15%. Rendimientos
mayores a 0,5% pero menores a 1,15%, fueron obtenidos con el aceite esencial de Mc (0,58%),
Lt (0,56%), Mlvar.l (0,55%) y La (0,54%). Seguidamente, valores de rendimiento en porcentaje
entre 0,4% a 0,5% fueron obtenidos con Ln (0,49%), Bs (0,42%) y Da (0,4%). De la misma
manera, AE Pg arrojé un rendimiento de 0,31% y, finalmente, AE Bf alcanz6 0,23%. Valores de
rendimiento menores a 0,2% fueron para los aceites esenciales de: Cp, Cs, Cbvar.b, Cbvar.ang y

Ai con valores de 0,18, 0,12, 0,09, 0,07 y 0,04%, respectivamente.
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Discusion

Los metabolitos secundarios son el resultado de millones de afios de evolucién entre las
plantas y los patégenos. La produccién de los mismos es energéticamente costosa tanto en el
crecimiento como en la reproduccidn de las plantas (Zaynab et al., 2018). Autores senalan que
existen mas de 100000 metabolitos cuya estructura, funcién y concentracion, involucrados en la
defensa, es mayor en situaciones de estrés (El Khetabi et al., 2022).

Para la investigacion en patologia vegetal, los productos botdnicos se utilizan en estado
crudo, sin formulacién (Borges et al., 2018). Brusotti et al., (2014) afirman que cuando no se
dispone de informacién sobre la naturaleza de los metabolitos secundarios, todos los extractos
son potencialmente de interés bioldgico y se debe realizar la seleccién del método de extracciéon
mads adecuado para imitar las drogas a base de hierbas.

En esta tesis, se realizaron extracciones de las diferentes especies vegetales seleccionadas,
teniendo en cuenta los antecedentes plasmados en las fichas técnicas de cada especie y ensayos
in vitro, obteniéndose 50 extractos. De ellos, se obtuvieron 23 extractos hexdnicos (a partir de 18
especies), 9 extractos acetonicos (a partir de 8 especies), 18 extractos metandlicos (a partir de 13
especies) y 2 extractos diclorometanicos (a partir de 2 especies). En todos los casos se realizaron
extracciones sucesivas, utilizdndose, cuando no se disponia datos sobre la composicidon quimica
segiin Brusotti et al., (2014), una purificacién preliminar en base a las propiedades
lipofilicas/hidréfilas y/o acidas/basicas.

Se realiz6 la extraccion de compuestos bioactivos mediante métodos clasicos (Gligor et
al., 2019), también denominados convencionales, donde se utilizaron disolventes organicos y se
realizaron a presién atmosférica, siendo la extraccién con solventes el método mds utilizado
(Rasul, 2018; Madureira et al., 2020). La maceracién y la extraccién Soxhlet son los tipos mas
antiguos de técnicas de extraccion donde se utilizan solventes organicos (Ivanovi¢ et al., 2020;
Alara et al., 2021). La primera técnica requiere un gran volumen de disolventes, un largo tiempo
de extraccién y procedimientos manuales que dependen del investigador e implican mucha mano
de obra (Rasul, 2018; Alara et al., 2021). En coincidencia con estos autores, se realizé la busqueda
etnofarmacoldgica y coleccién de ejemplares durante un afio para lograr su obtencién. Esto se
debid no sélo para obtener la cantidad de material requerida, sino al estado fenolégico que se
debia obtener para su correcta identificacién y herborizacion.

La extraccion Soxhlet es el segundo método convencional utilizado para la extraccién de
componentes bioactivos, que presenta la mejora del calentamiento del solvente hasta el punto de
ebullicién y el retorno de los vapores condensados al matraz (Ligor et al., 2018). Sin embargo, se
ha informado la influencia del exceso de calor en los polifenoles termolabiles (Seidel, 2012). El

agua y el etanol suelen ser los solventes mas utilizados en esta técnica de extraccién, debido a su
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disponibilidad, eficiencia y no toxicidad; sin embargo, en esta tesis sélo se lo utiliz6 con el
solvente diclorometano en las especies del género Plectranthus sp. (Ligor et al., 2018).

La eficiencia de la extraccion estd afectada por el solvente de extraccidn utilizado, la
relacién soluto/solvente y la temperatura del proceso que segin diversos autores se pueden
optimizar y dar lugar a métodos modernos (Ivanovic¢ et al., 2020; Madureira et al., 2020). En esta
tesis no se utilizaron métodos modernos o avanzados que incluyen la extraccién a contracorriente,
entre otros, usando presiéon y/o elevada temperatura (Patra et al., 2018; Rasul, 2018), o la
extraccion por fluidos supercriticos. A pesar de que entre sus ventajas se citan un menor consumo
de disolventes orgédnicos, menor tiempo de extraccién y mayor rendimiento de extraccidn, el gran
costo de equipamiento que demanda, la hicieron poco viable. Cada técnica de extraccién no
convencional tiene ventajas innegables, pero ninguna puede definirse como universal (Rasul,
2018).

Los metabolitos secundarios suelen estar presentes en cantidades bajas en el material
vegetal, como lo hallado en esta tesis; y su extraccidn, purificacién y caracterizacién siguen
siendo un gran desafio en el proceso de descubrimiento de fairmacos o agroquimicos (Brusotti et
al.,2014). Los extractos de plantas contienen una multitud de sustancias bioactivas (Borges et al.,
2018) que se encuentran correlacionadas con el solvente; ya que este debe poseer un indice de
polaridad similar al compuesto de interés (Wakeel et al., 2019; Mulat et al., 2020). La extraccién
de compuestos hidréfilos utiliza disolventes polares como metanol, etanol o acetato de etilo. Para
la extraccion de compuestos mds lipofilos se utiliza diclorometano o hexano (Sasidharan et al.,
2021). En lineas generales y en consonancia con la literatura, los solventes utilizados en esta tesis
permitieron la extraccion: de terpenoides y lipidos (con diclorometano o hexano); antocianinas,
terpenoides, saponinas, lactonas, flavonas, flavonoles y otros flavonoides (con acetona o
metanol); y polifenoles, taninos, alcaloides (con metanol) (Lefebvre ef al., 2021; Rasul, 2018;
Gligor et al., 2019; Zhang et al., 2018). Meira et al., (2020) afirmaron que ningtn disolvente
individual fue eficaz para extraer simultdneamente todos los compuestos como se observo en los
diferentes extractos. Las polaridades de los compuestos varian y es dificil desarrollar un método
unico (Soquetta et al., 2018).

El uso de solventes de extraccién no polares como el hexano proporcioné una menor
eficiencia de extraccién (Meira et al., 2020). Se ha observado en la literatura que los solventes
altamente polares tienen un rendimiento porcentual maximo debido a la solubilizacién
de metabolitos secundarios que tienen una naturaleza polar maxima (Patia et al., 2019; Kalia et
al., 2008). En coincidencia con Wakeel et al., (2019) estos resultados mostraron que los extractos
obtenidos con solventes polares metanol, poseyeron un mayor contenido de extraccion. Los
solventes/partes de plantas que violan la regla de polaridad creciente con una cantidad creciente

de metabolitos, se podria deber a la cantidad mayor o menor de estos compuestos con polaridad
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unica (Wakeel ef al., 2019). En esta tesis no se hallaron extractos que no coincidan con la regla
de polaridad creciente y los rendimientos.

Los aceites esenciales se obtienen por el proceso de enflorado, expresion, fermentacion y
destilacién al vapor, siendo el dltimo el método mas comun (Cai et al., 2022; Matrose et al., 2021;
Rasul, 2018). Para la determinacion de la calidad de los aceites esenciales, el método de extraccion
es un factor vital. Si se utilizan métodos inadecuados para la extraccion, se produce una pérdida
de actividad bioldgica. Se conoce que la cantidad de aceite esencial presente en la planta es
afectada por las condiciones climdticas y de hdbitat, plantacién, etapas y métodos de cosecha,
fertilizacion, y condiciones internas en la planta (Viuda-Martos et al., 2007, Jamshidi et al., 2009,
Gurusaravanan et al., 2010; Derwich et al., 2011, Singh & Guleria, 2013; Kumar et al., 2022).
Los rendimientos obtenidos en estas extracciones no superaron el 1,15% evidenciando que suelen
estar presentes en cantidades bajas en el material vegetal (Brusotti et al., 2014). Estudios recientes
indican que las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo actdan como uno de los factores mds
determinantes en la composicién de aceites esenciales de diferentes especies de plantas
aromdticas (Rioba et al., 2015). En consecuencia, es posible alterar la calidad y el rendimiento
del aceite esencial cambiando las propiedades quimicas del suelo o induciendo estrés en las

plantas (Tursun 2022; Mehalaine & Chenchouni, 2020).

Conclusion

La busqueda etnofarmacolégica identific6 especies nativas exéticas o invasoras
pertenecientes a familias con posible actividad antimicrobiana. Se realiz6 la ficha descriptiva de
cada especie y se programaron las colectas para obtener el material fresco. Se obtuvieron 52
extractos y 15 aceites esenciales aceites esenciales utilizando diferentes metodologias extractivas
(con solventes o por arrastre con vapor de agua). Los rendimientos obtenidos a través de
metodologias tradicionales se encontraron en los pardmetros esperables, logrando el material de

partida para los ensayos in vitro.
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Capitulo IV: Ensayos in vitro de los extractos y aceites esenciales obtenidos a partir de
plantas por su capacidad antifingica contra los fitopatégenos seleccionados

Introduccion

La produccién de frutilla y durazno poseen importancia mundial, nacional y regional. La
frutilla, una de las frutas mds populares del mundo, es altamente perecedera debido a su alta tasa
de respiracion y caracteristicas fisicas (Kahramanoglu et al., 2022; Melo et al., 2020). En este
mismo sentido, el durazno es una fruta de dificil manipulacién y almacenaje, muy susceptible a
lesiones mecdnicas durante la cosecha y los procesos logisticos (Lin et al., 2022).

Después de la cosecha se presentan graves pérdidas debido a la descomposicién de la
fruta (Lin et al., 2022) no s6lo en términos econdémicos sino en los que refieren a la reduccién por
el deterioro en la calidad y la composicion de nutrientes (Feliziani & Romanazzi, 2016). Bajo este
contexto, los hongos fitopatégenos son los responsables de las enfermedades que causan dichas
pérdidas, y ademds representan un riesgo para la salud humana y animal por la contaminacién de
los alimentos y la acumulacién de residuos téxicos en el medio ambiente (Di Liberto et al., 2021;
Boukhatem et al., 2020).

Una de las técnicas mas utilizadas contra las enfermedades poscosecha son los fungicidas
(Kahramanoglu et al., 2022). Por otro lado, las moléculas antimicrobianas que se encuentran en
las plantas aromadticas y medicinales son de interés, y se consideran una alternativa prometedora
debido a su efectividad en el control de enfermedades fiingicas pre y poscosecha por su bajo
impacto ambiental (Boukhatem ez al., 2020; Melo et al., 2020).

En este capitulo se describe la evaluacién antiflingica in vitro, a través de distintos
bioensayos segin la naturaleza quimica de cada producto natural a evaluar: extractos y aceites
esenciales obtenidos de las especies vegetales en estudio.

Materiales y Métodos

Obtencion de soluciones fiingicas

Para la obtencién de los indculos, se realizaron repiques frescos en placa con medio APD
marca MCD Lab®. Dichas placas se incubaron entre 15 y 20 °C durante un tiempo adecuado,
dependiendo de las condiciones de crecimiento de cada hongo. Luego, a cada colonia en
crecimiento se le agregd agua estéril con 0,01% de Tween 20 y se raspd con un ansa estéril de
modo de obtener una suspension de conidios. Esta solucién se filtré a través de una gasa con
ayuda de una jeringa estéril y se contaron los conidios en cdmara de Neubauer segiin lineamientos
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Ademads, a partir de esta solucién
de conidios, se logré una solucién entre 1.10* a 1.10° conidios mL™! que se utilizaron para los
ensayos flngicos. Para evitar el deterioro y las pleomorfizaciones de las colonias flingicas se

realizaron repiques cada 15 dias.
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Bioensayo con extractos fijos

El medio de cultivo (APD) para los bioensayos fue adquirido de Laboratorios Britania.
El agua utilizada fue de calidad ultrapura (<5ug/L) obtenida en un destilador Arium 61316-RO
plus Arium 611 UV (Sartorius, Alemania). Los bioensayos fueron realizados bajo cabina de
bioseguridad Bioelec. Se utilizaron placas de Petri de 4 divisiones de modo que cada experimento
se considerd por cuadruplicado. Se tomaron 50 mg de cada extracto fijo que se disolvieron con
ayuda de un sonicador marca Arcano en 1000 ul de DMSO y con agitacion por vortex DragonLab
MX-S. Se tomaron 400 pl de esta disolucién y se colocaron en 20 mL del medio APD previamente
fundido. Esta preparacion se corresponde a una dosis de 1000 ppm. Para el tratamiento control
positivo (+) se utilizaron 200 ul de DMSO y para el control negativo (—) se utiliz6 Carbendazim
(CZ) a la dosis comercial recomendada por CASAFE. Una vez solidificado el medio, en cada
divisién de la placa de Petri se realizé un pocillo el cudl se inoculé con una suspensién de
1.10*1.10° UFC mL™! de los patgenos B. cinerea, C. nymphae y M. fructicola. Estos patégenos
corresponden a las enfermedades de poscosecha clave en frutilla y en durazno.

Los resultados del bioensayo se evaluaron de la siguiente manera: la medida de cada
cuadrante de la placa control fue tomada en el momento en que el crecimiento del micelio alcanzé
el extremo de los cuadrantes. Se realizaron cuatro medidas del area de crecimiento por placa, cada
una correspondiente a una division de ésta. El porcentaje de inhibicion se calcul6 de acuerdo con
la ecuacidn 1. Se considerd una inhibicion del 100% cuando luego de 48 h de finalizado el ensayo,
las placas tratadas con el extracto colocado en el medio APD, no presentaron ningin tipo de
crecimiento flingico.

Se obtuvo un valor promedio de las dreas de crecimiento fiingico en cada division de la
placa, que permitieron calcular el porcentaje de inhibicién segiin la siguiente ecuacién (1)

(Magaldi et al., 2004):

1% =100 (C-M)/C | (1)

Siendo 1% el porcentaje de inhibicién, C el promedio de las dreas de las 4 divisiones de
las placas del control + y M el promedio de las dreas de las 4 divisiones de la placa con medio y
el extracto de interés. Para la descripcion de las inhibiciones se utilizaron rangos dentro de los
cuales se encuentran: los que alcanzaron 100% de inhibicién y aquellos que tenian iguales
comportamientos estadisticos que como el control (-), alta inhibicién fingica (>75%),
moderadamente antifingicos (50%-75%) y poco activos o inactivos (<50%) (Stegmayer et al.,
2022b). La medida del micelio desarrollado en cada divisién de la placa control +, cuando cubrié
por completo la superficie del medio, fue obtenida mediante el escaner LA2400 con el software
WinRHIZO 2013 de Regeant Instrument Canadd y posteriormente su superficie fue calculada

mediante el programa Image J. Todos los resultados se calcularon y expresaron como media +
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desviacion estandar de las determinaciones realizadas. A través del programa R se realizaron
intervalos de confianza para la media de cada tratamiento con un a=0,05. Ademas, se implement6
el ajuste de Tukey para analizar las diferencias.

Los microscopios utilizados fueron Correct Tokyo Seiwa Optical n° 612816 'y Primo Star
ZEISS, este tlltimo con cdmara integrada. Para la incubacién de los hongos durante los bioensayos
se utiliz6 una cava Top House modelo CW-25ED, en el caso de que los microorganismos
requirieran temperaturas de crecimiento menores a 15 °C.

Bioensayo de voldtiles para determinacion de la actividad de aceites esenciales

Para llevar a cabo el bioensayo, placas de Petri de vidrio de 60 mm de didmetro estériles
fueron cubiertas con 20 mL de medio APD y una vez solidificado el mismo, se colocé en el centro,
10 pL de inéculo fingico con concentracion 1.10*-1.10° UFC mL!. Una vez evaporada el agua
de la solucién de conidios inoculada, en el centro de la tapa de la placa de Petri se depositaron 15
uL. de aceite esencial o agua (correspondiente al control +). Para realizar el control negativo (—)
se utiliz6 Carbendazim con la dosis comercial recomendada por CASAFE fundida en el medio
APD, y luego se procedi6 a la inoculacién como se explicé anteriormente. La cantidad de aceite
esencial utilizado se corresponde a una concentraciéon de 1000 ppm. Las placas de Petri asi
preparadas, fueron incubadas de forma invertida, de manera que el aceite esencial que se evapora
entrara en contacto con el medio de cultivo donde estaba creciendo el hongo. El final del ensayo
se consider6é cuando el micelio desarrollado en cada placa control + cubrié por completo la
superficie. Estas medidas fueron obtenidas mediante el escdner LA2400 con el software
WinRHIZO 2013 de Regeant Instrument Canadd y posteriormente su superficie calculada
mediante el programa Image J.

Para cada hongo y muestra de aceite esencial, se realizaron experimentos por triplicado,
de manera que se obtuvo un valor promedio de los didmetros de crecimiento fingico que
permitieron calcular el porcentaje de inhibicidn segin la siguiente ecuacién (2) (Kloucek et al.,

2012):

1% =100 (C-M)/C | (2)

Siendo I% el porcentaje de inhibicién, C el promedio de los didmetros de las 3 placas
control y M el promedio de los didmetros de las 3 placas con muestra de aceite esencial. A través
del programa R se realizaron intervalos de confianza y test de Tukey con un nivel de confianza
del 95% para el verdadero promedio poblacional de inhibicién. Para la descripcién de las
inhibiciones se utiliz6 el valor de 100% de inhibicién a aquellos que tenian iguales propiedades
fungicidas al control (-), y en base a esto se definieron los siguientes porcentajes: alta inhibicién
fingica (>75%), moderadamente antifiingicos (50%-75%) y poco activos o inactivos (<50%)
(Stegmayer et al., 2022b). En este punto es pertinente aclarar que, por una cuestién cronoldgica

de aislamiento y caracterizacidn de los patégenos, los extractos fijos fueron evaluados contra B.
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cinerea, C. nymphae y M. fructicola; mientras que los aceites esenciales fueron evaluados contra
estos tres y, ademads, contra R. stolonifer y F. hainanense.

Resultados

Actividad antifiingica de extractos fijos

Los resultados de inhibicién flingica se calcularon y expresaron como media +
desviacién estandar de las determinaciones realizadas. Con un valor de p <0,05 se consider6 con
el subindice a los que no presentaron diferencias respecto al control - (CZ) en forma

estadisticamente significativa (Tabla 19).

Tabla 19. Inhibicién en % frente a B. cinerea, C. nymphae y M. fructicola en relacion a cada extracto fijo obtenido
de especies vegetales. Letras diferentes indican diferencias significativas (a<0,05) con respecto al control CZ (a). I:

Inactivo.
Porcentaje de inhibicion a 1000 ppm
Muestra (abreviatura)
B. cinerea C. nymphae M. fructicola
H de D. ambrosioides 100£0? 75+5° 394220
Ac de D. ambrosioides Iy 2142° Iy
H de A. majus 7270 9+6P I*
MeOH de A. majus 18+10° 11x6° 100+0*
H de A. inulaefolium hj I’ 28+7° 26+12°
Ac de A. inulaefolium hj 24+11° 36+7° 100402
MeOH de A. inulaefolium hj 77+11° v 100402
H de A. inulaefolium fl I’ 41x11° 3949
Ac de A. inulaefolium fl Y 35+6° r
MeOH de A. inulaefolium fl 88432 v 77+6°
H de B. salicifolia 2144° 37+9° T7+£9°
MeOH de B. salicifolia 7345 44+6° 100+0*
H de E. plantagineum pa 6548 ° Iy
MeOH de E. plantagineum pa 52+44b It 96+12
H de E. plantagineum fl 36+6° v 442°
Ac de E. plantagineum fl 100402 1044° 7£17°
MeOH de E. plantagineum fl Iy 5+15° 96+1%
H de R. rugosum pa 73+1° 693 83+34°
MeOH de R. rugosum pa 35£11° ° 100402
H de R. rugosum fl 89+5P 100402 100402
MeOH de R. rugosum fl 96+12 P 77£5°
H de C. rotundus 69+9° 11£14° Ib
Ac de C. rotundus Iy 1848 r
MeOH de C. rotundus 3243P P 87+3b
H de F. dicotoma 61+5° Ib Ib
MeOH de F. dicotoma 16+4° 17+6° 28+4°
H de S. americanus rz 63+7° 38430 11£7°
Ac de S. americanus 1z 56+8° 40420 5£15°
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MeOH de S. americanus rz I Iy 86+3P

H de S. americanus fl 19+16° I 100+0?
MeOH de S. americanus fl 8150 P 80+7°
H de S. californicus rz 56£10° 9+3b 100+0?
Ac de S. californicus 1z 100+0? 54414 10002
MeOH de S. californicus rz 24430 5440 27+7°
H de S. californicus fl v 40+3° 65+4°
MeOH de S. californicus fl 8912 r 92+1b
Hde V. caven 67£2° 5044° 70+5°
MeOH de V. caven 6420 3848 88+8°

H de L. japonicum 44+6° 56+6° 93+6P
MeOH de L. japonicum 47440 203 92+1°
H de F. officinalis 28+5° 2344 4555

Ac de F. officinalis 100+0* 32490 61£3°
MeOH de F. officinalis 58+3P 9+1° 91x2b
H de P. acuminata 100+0* 100+0* 100+0?

Ac de P. acuminata 76£10° 364° 88+15°

H de T. majus 0 35440 7824
MeOH de T. majus 3347° 3143° 96£1°

H de L. camara 25430 49+1° 26+5°

H de P. madagascariensis 100+0* 744° 10002
H de P. neochilus 56+8° 59+6° 10007

Control + 0+0P

Control — (CZ) 100+0?

Basado en los resultados mostrados en la Tabla 19, a continuacion, se realiza un analisis
por especie vegetal:

D. ambrosoides: H de D. ambrosioides inhibi6é por completo a B. cinerea logrando una
alta inhibicién frente a C. nymphae e inactivo frente a M. fructicola. Ac de D. ambrosioides resulto
inactivo para el mismo panel. Esto indica que el extracto hexdnico de hojas de esta especie, podria
utilizarse para controlar los patégenos de frutilla.

A. majus: H de A. majus y MeOH de A. majus fueron inactivos para B. cinerea y C.
nymphae. Para el hongo fitopatégeno M. fructicola el extracto hexédnico resulté inactivo, pero el
metandlico logré 100% de su inhibicidn.

A. inulifolium: H de A. inulaefolium hj resulté inactivo para todo el panel, mientras que
Ac de A. inulaefolium hj inhibié 100% a M. fructicola. B. cinerea fue altamente inhibido por
MeOH de A. inulaefolium hj, ademas el mismo extracto inhibié en un 100% a M. fructicola. Los
extractos de flores H de A. inulaefolium fl y Ac de A. inulaefolium f1 fueron inactivos frente a
todo el panel, pero MeOH de A. inulaefolium fl logré una alta inhibicién de B. cinerea y M.

fructicola.

70



B. salicifolia: H de B. salicifolia fue inactivo frente a B. cinerea 'y C. nymphae, pero logrd
una alta inhibicién contra M. fructicola. En cambio, MeOH de B. salicifolia fue activo frente a
B. cinerea (73% de inhibicién) y logré el 100% de inhibicién frente a M. fructicola; por el
contrario, fue inactivo con C. nymphae. Esta especie evidencié cierta selectividad para la
inhibicién de M. fructicola.

E. plantagineum: H de E. plantagineum pa fue moderadamente activo frente a B. cinerea,
mientras que MeOH de E. plantagineum pa logré la misma actividad frente al mismo hongo y el
100% de inhibicién frente a M. fructicola. H de E. plantagineum fl fue inactivo frente a todo el
panel, Ac de E. plantagineum fl fue inactivo frente a C. nymphae y M. fructicola, pero logrd
inhibir completamente a B. cinerea. De la misma manera, MeOH de E. plantagineum fl inhibi6
completamente a M. fructicola y fue inactivo frente al resto de los hongos. Estos resultados
demuestran que las distintas partes de esta especie podrian ser de amplio espectro fungicida en
funcidn del extracto que se esté evaluando.

R. rugosum: H de R. rugosum pa presentd actividad moderada frente a todo el panel, no
asi MeOH de R. rugosum pa que inhibié completamente a M. fructicola y fue inactivo frente al
resto. H de R. rugosum fl inhibié el 100% del crecimiento de C. nymphae y M. fructicola y logré
una alta inhibicién de B. cinerea. El comportamiento de MeOH de R. rugosum fl fue diferente,
inhibi6 por completo a B. cinerea, logr6 una alta inhibicién de M. fructicola y fue inactivo frente
a C. nymphae. Los productos obtenidos de estas especies resultaron de actividad considerable.

C. rotundus: H de C. rotundus logré una alta inhibicion del patégeno B. cinerea, siendo
inactivo para el resto de los patégenos. Ac de C. rotundus fue inactivo contra todos los hongos de
interés, y MeOH de C. rotundus logr6 solamente una alta inhibicién para M. fructicola.

F. dichotoma: H de F. dichotoma fue moderadamente activo frente a B. cinerea e inactivo
para el resto de los hongos, al igual que MeOH de F. dichotoma. Ambos extractos de esta especie
s6lo fueron moderadamente activos contra B. cinerea.

S. americanus: Hde S. americanus rz'y Ac de S. americanus rz resultaron moderadamente
activos contra B. cinerea e inactivos para C. nymphae y M. fructicola. Este dltimo patégeno
presentd una alta inhibicién con MeOH de S. americanus rz y fue inhibido por completo con H
de S. americanus fl. MeOH de S. americanus fl presentd alta inhibicién de B. cinerea y M.
fructicola, pero fue inactivo frente a C. nymphae.

S. californicus: H de S. californicus rz inhibié por completo a M. fructicola,
moderadamente a B. cinerea, pero inactivo frente a C. nymphae. Ac de S. californicus rz inhibié
por completo a M. fructicola y B. cinerea y moderadamente a C. nymphae. MeOH de S.
californicus rz fue inactivo para todo el panel analizado. H de S. californicus fl present6 sélo una

actividad moderada para M. fructicola. MeOH de S. californicus fl inhibié con porcentajes
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mayores al 75% a B. cinerea y M. fructicola. Por lo tanto, el extracto aceténico de los rizomas de
esta especie, podrias ser un controlador de B. cinerea 'y M. fructicola.

V. caven: H de V. caven logré inhibicién moderada para B. cinerea, C. nymphae y M.
fructicola. Este tltimo patdégeno también fue altamente inhibido por MeOH de V. caven mientras
que al resto del panel resulté inactivo.

L. japonicus H de L. japonicus logré alta inhibicién de M. fructicola, moderada para C.
nymphae e inactivo en B. cinerea. MeOH de L. japonicus logré también alta inhibicién en M.
fructicola, pero fue inactivo frente al resto de los patégenos.

F. officinalis: H de F. officinalis fue inactivo para todos los hongos evaluados. Ac de F.
officinalis inhibi6é en 100% a B. cinerea, logré inhibicién moderada en M. fructicola y resultd
inactivo en C. nymphae. MeOH de F. officinalis resulté con alta inhibicién frente a M. fructicola,
moderadamente activo en B. cinerea e inactivo frente a C. nymphae.

P. acuminata: H de P. acuminata inhibié en un 100% a todo el panel de hongos evaluado.
Ac de P. acuminata alcanz6 una alta inhibicién para M. fructicola y B. cinerea, resultando
inactivo para C. nymphae.

T. majus: Hde T. majus y MeOH de T. majus lograron una alta inhibicién en M. fructicola,
pero resultaron inactivos para B. cinerea 'y C. nymphae.

L. camara: H de L. camara resultd inactivo para los hongos evaluados.

P. madagascariensis: H de P. madagascariensis inhibi6 en un 100% a B. cinerea y M.
fructicola y se obtuvo, ademas, una inhibicién moderada de C. nymphae.

P. neochilus: H de P. neochilus inhibié en un 100% a M. fructicola, pero logré
inhibiciones moderadas en B. cinerea 'y C. nymphae.

El andlisis de los extractos en relacién a las distintas categorias de actividad para cada
especie flngica, es indicativo de su sensibilidad a los extractos evaluados. Asi, se puede observar
que el mayor nimero de extractos inactivos se obtuvieron contra C. nymphae (41), luego contra
B. cinerea (24) y finalmente contra M. fructicola (18), resultando ser este, el mds sensible para

su inhibicién (Figura 11).
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Figura 11. Numero de extractos que inhibieron los patégenos en un 100%, >75%, entre 50 y 75% y menos del 50%
para cada hongo fitopatégeno evaluado.

Los resultados indicaron que el crecimiento de B. cinerea fue inhibido en un porcentaje
de 100% frente a los extractos H de D. ambrosioides, H de P. acuminata, H de P.
madagascariensis, Ac de E. plantagineum fl, Ac de F. officinalis, MeOH de A. inulaefolium fl,
y MeOH de R. rugosum fl, representando aproximadamente el 12% del total de extractos
evaluados. Del mismo modo, MeOH de A. inulaefolium fl, MeOH de R. rugosum fl, MeOH de
S. californicus fl fueron hallados estadisticamente sin diferencias al control CZ, pero con una
inhibicién de 88%, 96% y 89% respectivamente. El total de extractos con inhibicién de B.
cinerea, que no poseyeron diferencias significativas en relacién al control -, alcanzaron el 18%
del total.

En este mismo sentido, el patégeno M. fructicola fue inhibido en un 100% frente a los
extractos de MeOH de A. majus, Ac de A. inulaefolium hj, MeOH de A. inulaefolium hj, MeOH
de B. salicifolia, MeOH de R. rugosum pa, H de R. rugosum fl, H de S. americanus fl, H de S.
californicus rz, Ac de S. californicus rz, H de P. acuminata, H de P. madagascariensis y H de
P. neochilus. Estos extractos conforman el 24% de todos los extractos evaluados. Asimismo,
fueron hallados estadisticamente sin diferencias al control, los extractos MeOH de E.
plantagineum pa'y MeOH de E. plantagineum fl con porcentajes de inhibicion del 96% en ambos
casos, totalizando junto a los anteriores, el 28% de los extractos evaluados. Sin embargo, C.
nymphae sélo fue inhibido al 100% con los extractos: H de R. rugosum fl y H de P. acuminata,

representando un 4% de los extractos totales evaluados.
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Figura 12. Porcentajes de extractos totales evaluados, segin las distintas
categorias de actividad antifingica

En la Figura 12 se muestran los porcentajes de extractos que arrojaron las distintas
categorias de actividad (100% de inhibicion, >75% de inhibicién, entre 50 y 75% de inhibicién
y menor a 50% de inhibicién). El total de muestras evaluadas para todos los hongos del panel
representan 150 unidades. Se observd que: 83 muestras (55%) resultaron inactivas (con
inhibiciones menores al 50%), 22 (15%) alcanzaron la categoria de inhibicién moderada
(inhibieron entre 50 y 75% alguno de los hongos del panel), 20 (13%) presentaron alta inhibicién
(>75% de al menos un hongo) y 25 (17%) resultaron con una inhibicidn del 100% de alguno de
los hongos del panel.

Los extractos obtenidos por el método B (DCM de P. madagascariensis y DCM de P.
neochilus), presentaron una inhibicién del 100% contra B. cinerea y M. fructicola (Tabla 20).
Estos resultados fueron significativos, es decir, resultaron igual en su inhibicién a la accién del
control quimico CZ. Por otra parte, s6lo se inhibi6é un 80% al patégeno C. nymphae con DCM

de P. madagascariensis y un 65% con DCM de P. neochilus, resultando no significativas.

Tabla 20. Capacidad de inhibicién (%) de los extractos obtenidos por el método B. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05) con respecto al control CZ (a).

Porcentaje de inhibicién a 1000 ppm

Codigo muestra B. cinerea C. nymphae M. fructicola
DCM de P. madagascariensis 10002 80+4° 10002
DCM de P. neochilus 10002 65£7° 10002

Control DMSO 0+0°
Control CZ 100+0?

Determinacion del porcentaje de inhibicion fiingica mediante bioensayo de voldtiles
En la tabla 21 se muestran los resultados de los intervalos de confianza para el verdadero
valor de la media de inhibicién. Se implementé Tukey y se colocaron letras iguales para los que

no presentaron diferencias respecto al control -.
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Tabla 21. Capacidad de inhibicién (%) de los aceites esenciales evaluados. I: Inactivo. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05) con respecto al control (-).

Porcentaje de inhibicién
Codigo
nuestra B. cinerea C. nymphae F. hainanense R. stolonifer M. fructicola
AE Da 5440 100+0? 10002 100+0? 100+02
AE Ai P Iy I r r
AE Bf 90+2° 18+13P 79+6° 234290 9612
AE Bs 5243b 48+7° 7348 92+1° 92442
AE Cbvar.ang P Iy I r 17+6°
AE Cbvar.b 55+5° 53+10° 57+8° 89+5° 93+22
AE Cs I 11£5° 18+6° r 90+32
AE Pg 100£0? 100+02 100+0? 100+0? 100+0*
AE Ln 100£0? 100+0* 100+0? 100+0? 100+0*
AE Mc 100£0? 97442 94+6P 100+0? 100+0*
AE Ml 100£0? 10002 80+8° 70+19* 100+0*
AE Mlvar.l 100£0? 64+1° 83+7° 9722 100+0*
AE Cp 971> 73+4° 38+13° 8777 100+0*
AE La 100£0? 98+22 100+0? 10002 100+0*
AE Lt 100+0° 10002 100+0? 10002 100+0*

Control DMSO (+) 0+0°
Control CZ (-) 100£0?

Se puede observar que el aceite AE Da fue inactivo frente a B. cinerea, pero inhibié en
100% al resto de los patégenos. Dentro de los obtenidos a partir de la familia de las compuestas,
AE Ai fue inactiva frente a todos los patégenos en estudio. Sin embargo, AE Bf fue inactivo frente
a C. nymphae y R. stolonifer, logr6 una alta inhibicién en F. hainanense y en B. cinerea, y una
inhibicién del 100% en M. fructicola. Dentro del mismo género Baccharis, AE Bs fue inactivo
frente a C. nymphae, logré una inhibicién moderada en B. cinerea y F. hainanense, y una alta
inhibicién en R. stolonifer y M. fructicola.

AE Cbvar.ang fue inactivo frente a todo el panel evaluado. En contraste, AE Cbvar.b
arroj6 inhibicién moderada para B. cinerea, C. nymphae y F. hainanense, asi como también una
alta inhibicién en R. stolonifer y M. fructicola. AE Cs obtuvo valores intermedios a los dos
anteriores: una alta inhibicién en M. fructicola e inactivo para el resto del panel. AE Pg y AE Ln
inhibieron a todos los patégenos de estudio, mostrando ser de amplio espectro.

Especies de la familia de las mirtaceas tuvieron comportamientos similares. AE Mc logré
una alta inhibicion en F. hainanense e inhibié en un 100% al resto del panel. En este mismo

sentido, AE M1 logré una inhibicién moderada en R. stolonifer, alta inhibicién en F. hainanense
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e inhibiciones del 100% en B. cinerea, M. fructicola y C. nymphae. AE Mlvar.l inhibi6
moderadamente a C. nymphae, logrd una alta inhibicidn en F. hainanense e inhibi6 en un 100%
a B. cinerea, R. stolonifer y M. fructicola.

AE Cp inhibi6 en 100% a M. fructicola, logré alta inhibicién en B. cinerea y R. stolonifer,
moderadas en C. nymphae e inactivo frente a F. hainanense.

Las especies de la familia labiadas, AE Lay AE Lt, lograron inhibir a todos los patégenos
de interés mostrando una actividad de amplio espectro.

El andlisis de los AE en relacién a las distintas categorias de actividad para cada especie
fingica es indicativo de su sensibilidad a los AE evaluados (Figura 13). Se observé que el mayor
nimero de AE inactivos se obtuvieron en primer lugar para C. nymphae (5), luego para B. cinerea
(4), F. hainanense (4) y R. stolonifer (4); y el mas sensible a los AE fue M. fructicola

contabilizando solamente 2 AE inactivos.
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Figura 13. Nimero de AE que inhibieron los patégenos en un 100%, >75%, entre 50 y 75% y menos del 50% para
cada hongo fitopatégeno evaluado.

Los resultados indican que el crecimiento de B. cinerea fue inhibido en un porcentaje de
100% con: AE Pg, AE Ln, AE Mc, AE MI, AE Mlvar.l, AE La y AE Lt, lo que representa el
46% del total de los AE evaluados, y no poseyeron diferencias significativas en relacion al
control con CZ (-).

En este mismo sentido, el patégeno C. nymphae fue inhibido en un 100% con: AE Da,
AE Pg, AE Ln, AE Ml y AE Lt, representando el 33% de los AE evaluados. Asimismo, fueron
hallados estadisticamente iguales al control -, AE Mc y AE La con porcentajes de inhibicion del
97% y 98% respectivamente, totalizando junto a los anteriores el 46% de los AE evaluados,
siendo el mismo porcentaje obteniendo para B. cinerea.

F. hainanense fue el hongo que menos inhibiciones presentd con los AE evaluados. Al
respecto, s6lo fue inhibido por AE Da, AE Pg, AE Ln, AE La y AE Lt dado que no se observaron
diferencias significativas respecto al control -. R. stolonifer fue inhibido por casi la totalidad de

los AE excepto por AE Ai, AE Bf, AE Cbvar.ang y AE Cs. Por ultimo, el hongo mas sensible
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fue M. fructicola que fue inhibido por el 86% de los AE, resultandos inactivos solamente AE Ai

y AE Cbvar.ang.

® 100 % inhibicién
B >75% inhibicién
B 50-75% inhibicién
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Figura 14. Porcentajes de AE totales evaluados, segtin las distintas categorias de actividad antifingica.

Ademads, sobre el total de muestras evaluadas para todos los hongos del panel (75
determinaciones), 19 resultaron inactivas (25%), 5 alcanzaron la categoria de inhibicién
moderada (7%), 8 presentaron alta inhibicién (11%) y 43 resultaron con una inhibicién del 100%
(57%) de al menos un patégeno (Figura 14). De esta forma se puede apreciar que el 75% de todas
las determinaciones, arrojaron algun tipo de actividad contra al menos uno de los hongos del
panel, siendo superior a los resultados obtenidos con los extractos.

Los aceites AE La, AE Lt, AE Pg y AE Ln inhibieron a todos los patégenos de interés,
mostrando inhibicién del crecimiento del 100%, incluso luego de 48 h de finalizado el ensayo.

Discusion

El andlisis in vitro arroj6 que 15 Extractos fijos (30%) y 11 AE (75%) lograron la
inhibicién de al menos uno de los hongos de interés. Esto evidencia que la utilizacién del criterio
de seleccion de las especies vegetales fue vdlida y coincide con lo reportado por Pettenatti et al.,
(2008), quienes demostraron que la informacién etnobotdnica es de gran valor para el
descubrimiento de extractos antifingicos, hallando 60% de extractos con capacidad antifiingica,
y dentro de los géneros utilizados en medicina tradicional, encontraron un 24% de positividad.
Seimandi ef al., (2022) concluyeron que la informacién etnobotdnica de plantas argentinas en
combinacién con los criterios de seleccidén, constituyen puntos de partida para grupos de
investigaciones como para asi también evaluar efectos sinérgicos y disminuir la cantidad de
productos fitosanitarios a aplicar.

En relacién a las especies analizadas, D. ambrosoides presentd actividad antiftingica
frente a B. cinerea y C. nymphae. Sin embargo, a diferencia de Lall & Meyer (1999) donde el
extracto aceténico inhibidé a una cepa resistente de Mycobacterium tuberculosis, el extracto
acetonico estudiado en esta tesis resulto inactivo frente a todo el panel evaluado. El aceite esencial
de esta especie, en coincidencia con Jardim et al. (2008), inhibi6 a F. hainanense y otros géneros

de Colletotrichum sp. Ademds, en esta tesis se hall6 que esta especie también inhibié a R.
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stolonifer y M. fructicola; estos tltimos resultados fueron publicados en Revista FAVE como
requisito del doctorado (Stegmayer et al., 2020b). El AE Da como nematicida e insecticida
demuestra multiples aplicaciones, hallindose que el valor CLso fue cercano al nematicida
comercial Carbofuran (Barros et al., 2019). En la actualidad, su desarrollo como producto
fitosanitario es limitado por su toxicidad en mamiferos debido al contenido de
ascaridol y carvacrol (Gwinn, 2018).

Los resultados obtenidos para A. majus contra B. cinerea y C. nymphae parecerian
coincidir con los reportados por Al-Hadhrami et al. (2016), quienes encontraron inhibicién frente
a diferentes hongos, pero en dosis mayores a 2 mg mL™!. Sin embargo, para M. fructicola, el
extracto metandlico logré 100% de inhibicién. Esto podria deberse a que las cumarinas reportadas
para esta especie, presentan capacidad funguicida (Al-Snafi, 2013). En estudios actuales
realizados por He et al. (2021), aislaron la 4-metoxicumarina del extracto aceténico de Cnidium
monnieri (umbelifera), y esta inhibid significativamente el crecimiento del micelio de Rhizoctonia
solani con un valor de CEso de 21 pg mL!. En investigaciones complementarias, demostraron
que inhibié la f-oxidacion de los acidos grasos y la funcién mitocondrial para causar la muerte
celular del micelio de R. solani.

En relacidn a la familia de las compuestas analizadas, se obtuvieron para A. inulaefolium,
inhibiciones totales con el extracto aceténico y metandlico de hojas e inhibiciones altas para el
extracto metandlico de flores; sin embargo, el aceite esencial resultd inactivo. En ensayos
antifingicos utilizando el aceite esencial, se informa inhibicién hasta de un 70% del crecimiento
de P. brevicompactum y F. oxysporum, siendo citotéxico a bajas concentraciones (Bua et al.,
2018).

Otra de las especies estudiadas en esta familia, B. salicifolia, demostr6 que se obtuvieron
mejores resultados con el extracto metandlico inhibiendo totalmente a M. fructicola, en forma
intermedia a B. cinerea, pero no a C. nymphae. El aceite esencial, sin embargo, arrojé mejores
resultados inhibiendo a M. fructicola y R. stolonifer, y de forma intermedia a F. hainanense; no
asi para el resto del panel. En relacién al género Colletotrichum, Avila-Sosa et al. (2011)
utilizaron los extractos cloroférmicos de esta especie contra C. gloeosporioides, inhibiendo a
dicho patégeno en un 88% con un efecto fungistitico. Por su parte, el aceite esencial de B.
frenguelli obtuvo un mejor desempefio contra B. cinerea, F. hainanense y M. fructicola.
Publicaciones actuales del género Baccharis informan sobre sus compuestos quimicos y usos, as{
como sus aplicaciones farmacéuticas (Fernandes et al., 2021). El género Conyza, perteneciente a
la misma familia, logré una alta inhibicién de los hongos fitopatégenos M. fructicola (AE Cbvar.b
y AE Cs) y R. stolonifer (AE Cbvar.b). En otros trabajos, el AE de C. bonariensis (0,4-1 ul mL-
1) inhibi6 el crecimiento micelial de C. musae aislados en medios de laboratorio. Estos resultados

difieren de lo encontrado para C. nymphae con ambas subespecies de Conyza evaluadas, a pesar
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de que se utiliz6 15 pl para el ensayo. Esto podria deberse a que el género Conyza son hospedantes
de especies potencialmente patégenas de Colletotrichum y podrian tener un papel como reservorio
de indculo para la contaminacion cruzada en el agroecosistema (Bonacci et al., 2021). La
bibliografia consultada presenta el inconveniente de que no se determina el estado fenoldgico ni
la subespecie vegetal abordada. Esto se ve reflejado en la publicacién de Pérez & Apdstolo (2022),
quienes realizaron la identificacién taxondmica de C. bonariensis a nivel intraespecifico.
Afirmaron que entre las posibles caracteristicas con valor diagndstico se encuentran el tamafio,
forma y margen de las hojas, tipo de indumento, densidad de tricomas y estomas, entre otras
caracteristicas, que pueden variar segtn el tipo y zona del brote adulto analizado.

En relacidn el aceite esencial de C. sumatrensis, Mabrouk et al. (2013) evaluaron su
capacidad como antifingico en los patégenos humanos A. fumigatus y Microsporum canis, con
valores intermedios a altos de inhibicion. Estos valores sélo coinciden con lo hallado para M.
fructicola en esta tesis.

E. plantagineum, otra de las malezas estudiadas, también logré inhibir a B. cinerea (Ac
fl) y M. fructicola (MeOH de pa y MeOH de fl) en un 100%. La revisién actual realizada por
Wang et al., (2022) de esta especie, sefiala que las caracteristicas farmacoldgicas respaldan su uso
tradicional, pero las sustancias medicinales que contiene son muy diferentes en composicién y
contenido, y el desarrollo y la aplicacién de los productos correspondientes también son
diferentes. Concluyen, ademds, que hay pocos datos clinicos sobre medicamentos relacionados
con las dos especies, y se necesita mds investigacion para evaluar los mecanismos celulares y
moleculares basados en estudios farmacolégicos, de actividad bioldgica y de seguridad, a fin de
aprovechar al maximo su potencial medicinal. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran la
capacidad de inhibir hongos fitopatégenos y contribuyen al conocimiento de la especie.

Otra de las malezas evaluadas, la especie R. rugosum, constituy6 una de las dos especies
cuyos extractos inhibieron a todo el panel de hongos fitopatégenos evaluados. Los mismos fueron:
MeOH de pa (M. fructicola), H de fl (C. nymphae y M. fructicola) y MeOH de fl (B. cinerea).
Brown & Morra (2005) explican que la especie, junto a otras dentro de la misma familia, es
efectiva en el control de patégenos fiingicos porque contiene glucosinolatos tiofuncionalizados.
Este grupo de investigacion reporté también las concentraciones minimas (en ug mL™") de los
diversos glucosinolatos para las especies de hongos fitopatdgenas estudiadas (ver anexo I). Hichri
et al., (2019) probaron los aceites esenciales de todos los 6rganos de la especie frente a cinco
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y resultaron comparables a la actividad del control
positivo (Gentamicina), en especial la proveniente de flores que exhibié la mayor actividad en
diversos métodos de sistemas antioxidante.

Un porcentaje muy importante de las especies mas estudiadas en esta tesis fueron las

comprendidas dentro de la familia Cyperaceae. C. rotundus s6lo obtuvo, a través del extracto
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metanolico, una inhibicién alta en M. fructicola. Esta discordancia entre lo obtenido y lo expuesto
por Sing et al., (2011) y Adeniyi et al. (2014) se debi6 a que estos ultimos utilizaron los rizomas
mientras que, en la tesis, los extractos fueron obtenidos de las inflorescencias. Por el contrario, la
especie F. dichotoma no logré inhibir a ninguno de los hongos estudiados a pesar de que existen
evidencias de que especies del mismo género, F. aphylla L. y F. falcata, han mostrado de
moderada a fuerte actividad antimicrobiana (Islam et al., 2011). El género Schoenoplectus arrojé6
inhibiciones del 100% para M. fructicola (H de S. americanus fl, H de S. californicus rz 'y Ac de
S. californicus rz) y B. cinerea (Ac de S. californicus rz). Ambas especies poseen actividad
antimicrobiana (Toribio et al., 2007; Borchardt et al., 2008). Sin embargo, hubo diferencias en
las inhibiciones flingicas segtin los hongos estudiados y esto podria deberse a que los ambientes
donde se encuentran ambas especies difieren en su capacidad de soportar stress y la consecuente
produccién de metabolitos secundarios, a saber, mayor tolerancia a la salinidad de S. californicus
(~300 NaCl mM) que S. americanus (~200 NaCl mM) (Turcios et al., 2021).

De manera semejante, los extractos de V. caven (H y MeOH) demostraron inhibiciones
intermedias para M. fructicola y B. cinerea, obteniendo mayores valores que los logrados con el
extracto etandlico de la parte aérea frente a F. oxysporum y P. sanguineus (20-40%) segin
Quiroga et al. (2001). Los resultados podrian deberse a que la mayoria de los miembros de la
familia Asteraceae comparten un metabolito, inulina, que se utiliza en la salud humana como en
la salud ambiental: la fitoremediacién (Rolnik & Olas, 2021; Nguyen et al., 2021).

M. fructicola mostré el mismo comportamiento antifingico con el extracto hexdnico y
metanodlico de L. japonicus. Ensayos en esta especie con extractos cloroférmicos inhibieron varios
patégenos de interés clinico en humano (Shin et al., 2009), pero no se han informado hasta el
momento sobre patdgenos fiingicos de poscosecha.

En este mismo sentido, los extractos obtenidos de F. officinalis inhibieron a B. cinerea
(Ac) y M. fructicola (MeOH). Este hallazgo coincide con lo hallado por numerosos autores, donde
el extracto etandlico inhibié a Trichoderma, Alternaria solani, Aspergillus niger (Chanaj-
Kaczmarek & Wysocki, 2018); el extracto metandlico a Saccharomyces boulardii, S. cerevisiae,
Cladosporium herbarum, Paecilomyces variotii (Sengul et al., 2009); y el extracto hexdnico a A.
solani, A. niger (Shah et al., 2012).

Persicaria acuminata (Kunth) fue la segunda especie, al igual que R. rugosum, inhibi6 a
todos los patégenos de interés. En estudios recientes realizados por el grupo de trabajo, Di Liberto
et al., (2021), demostraron la inhibicidn a partir de su extracto de acetato de etilo a 250 ug/mL de
Penicillium digitatum y P. italicumy a 62,5 pg/mL la inhibicién de M. fructicola. Ademas, el
compuesto aislado poligodial, demostré que una CIM de 16 ug mL™" inhibi6 el crecimiento del
patégeno Clavibacter michiganensis en tomate y con CIM de 64 ug mL', a F. oxysporum y

Phytophthora spp. (Montenegro et al., 2018).
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Con referencia a T. majus, s6lo se obtuvo una alta inhibicién contra M. fructicola, a partir
de su extracto metandlico. Esto coincide con antecedentes reportados para Aspergillus sp., que
revelan su inhibicidn con el extracto etandlico de las partes aéreas con CIM y CFM de 100 mg
mL! (Al-Jassani, 2009), como asi también para Trichoderma viridiae y P. notatum (Valsalam et
al., 2019).

Por otro lado, L. camara no arrojé ninguna inhibicién superior del 50%, a pesar de que
ciertos antecedentes muestran que el extracto de fruta metandlico (al 5%) redujo
significativamente la biomasa C. gloeosporioides hasta el 66% (Bashir et al., 2019). Extractos
metanolicos inhibieron el crecimiento micelial de A. alternata, F. oxysporum, F. solanii, A. flavus
y C. falcatum en un rango de CIMs de 125+25 ug mL! a 425+75 ug mL™! (Rajagopal et al., 2022).

Las especies P. madagascariensis y P. neochilus obtuvieron una mejor performance de
inhibicidn a través de los extractos diclorometdnicos en comparacién con los hexdnicos en lo que
respecta a B. cinerea y C. nymphae. Esto no coincide con lo reportado por Matias et al., (2019),
quienes evaluaron a ambas especies in vitro frente a cinco microorganismos grampositivos, tres
bacterias gram-negativas y dos levaduras en ensayos de difusiéon en agar. En el mismo, las
levaduras no fueron inhibidas por ninguno de los extractos y mas aun, los extractos aceténicos
como metanélicos de ambas especies fueron activos contra la mayoria de los microorganismos
grampositivos. Sin embargo, en coincidencia con los autores mencionados, el extracto de P.
neochilus no mostré actividad tan potente como la de P. madagascariensis. En ensayos con
patégenos de interés agricola, Mohamed et al., (2021) encontré actividad de moderada a débil
contra A. solani cuando aplicé extracto de P. neochilus en una concentracion de 2500 mg L' con
la metodologia de difusién en agar, siendo esta concentracién superior a la utilizada en el ensayo
de esta tesis.

Se observé en los resultados antes descriptos, un mayor porcentaje de inhibidores de
hongos entre los AE en comparacién con los extractos fijos evaluados. El AE de P. graveolens
inhibié a todos los hongos fitopatégenos de interés en esta tesis al igual que el AE de L. nobilis.

En relacién a P. graveolans, Bouzenna & Krichen (2013) evaluaron la capacidad
antifiingica en Rhizoctonia solani, resultando efectivo a una dosis de 12,5 mL/20 mL de APD.
Ensayos en poscosecha de flores de corte, demostraron su eficacia como agente de control in vivo
e in vitro contra B. cinerea (Stegmayer et al., 2022a). En ese sentido, Dzamic et al. (2014)
demostraron su eficacia a concentraciones de 0,25-2,5 mg mL"! mediante el método de dilucién
en serie, mientras que seglin los resultados del método de macrodilucién, fue eficaz a
concentraciones de 0,5-5 mg mL!. Los hongos fitopatégenos evaluados fueron A. alternata,
Fusarium sporotrichoides, F. tricinctum, Mucor mucedo, Penicillium funiculosum, P.
ochrochloron, Phoma macdonaldii y Phomopsis helianthi. Ensayos realizados por el mismo

grupo de trabajo, mostraron que el AE de L. nobilis inhibi6 a los mismos hongos, pero con CIMs
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entre 40 pul./mLy 50 uL./mL (Simic et al., 2014). Esto permite demostrar que ambos aceites tienen
una multiple capacidad antifingica y que las dosis efectivas son menores para P. graveolans que
para L. nobilis.

El aceite esencial del género Melaleuca sp. se ha informado que posee propiedades
antibacterianas y antifiingicas eficaces in vitro. En esta tesis, la especie M. citrina inhibi6 a todos
los patdgenos excepto a F. hainanense; y esta misma situacion fue observada para M. linearis y
M. linearis var. linearis. Ademds, esta subespecie no inhibié a C. nymphae. Existen reportes
donde se informa la capacidad de M. citrina de inhibir completamente a Phaeoramularia
angolensis a 1500 ppm y de ser fungistatico para A. flavus con una inhibicién promedio de 89,74%
(Jazet et al., 2009; Sameza et al., 2016).

En este mismo sentido, el extracto de la especie M. linearis para el control de la pudricién
de la corona de la frutilla mostré solo un 44,8% de inhibicién, siendo significativo su efecto a una
concentracion de 1000 ppm (Ara et al., 2017). En relaciéon a M. linearis var. linearis,
Ghangaonkar (2013) hall6 que, en el extracto acuoso para control de patégenos de cebolla, obtuvo
inhibiciones de 31,4% para F. oxysporum 'y 49% para Botrytis allii, no coincidiendo con lo hallado
para estos géneros en la tesis desarrollada.

Uno de los aceites esenciales de menor actividad fue el de C. paradisi, el cual inhibié a
R. stolonifer y M. fructicola, siendo estos resultados de inhibiciones comparables al control -.
Esto coincide con lo hallado por Dososky & Setzer (2018) en P. digitatum con dosis menor a
1000 ppm.

Finalmente, las especies L. alba y L. turbinata obtuvieron resultados comparables a P.
graveolans 'y L. nobilis y al control -, los cuales inhibieron a todo el panel fingico en estudio. En
hongos fitopatégenos, el AE de L. alba fue probado por Rao et al. (2000) en la germinacién de
teleutosporas de Ustilago scitaminea, conidios de C. falcatum y Curvularia lunata, siendo todos
inhibidos en concentraciones desde 1000, 2000, 3000 y 4000 ppm. Otros hongos fitopatégenos
como Fusarium sp., Penicillium funiculosum y Sclerotinia sclerotiorum también fueron inhibidos
al 100% a concentraciones de 1 pg mL™! por este aceite esencial (De Oliveira Arruda et al., 2019).
De la misma manera, L. turbinata caus6 una inhibicién completa del crecimiento de los siguientes
hongos fitopatégenos: S. sclerotiorum, S. rolfsii y R. solani, siendo altamente efectivo en fase
vapor a dosis de 10 y 20 pL/placa de Petri (Leal et al., 2019). Otros estudios afirman que la
exposicién de manies a vapores del aceite esencial, permitié evitar la contaminacién con hongos

del género Aspergillus (Passone & Etcheverry, 2014).

Conclusion
Los patégenos estudiados fueron inhibidos por al menos un extracto vegetal, donde se

demostrd la baja sensibilidad de C. nymphae, seguido por B. cinerea 'y M. fructicola. Los extractos
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mads promisorios resultaron ser: H de R. rugosum fl, Ac de S. californicus rz, H de P. acuminata,
H de P. madagascariensis, DCM de P. madagascariensis y DCM de P. neochilus.

Los AE demostraron un mejor desempefio que los extractos fijos y fueron evaluados no
s6lo frente a los patdgenos de mayor importancia para frutillas y duraznos, sino también frente a
F. hainanense y R. stolonifer que también afectan en menor medida a estos cultivos.
Porcentualmente, estos lograron mayores inhibiciones respecto a los extractos fijos, mostrando
ademds que F. hainanense fue el patégeno de m4s dificil control. En el otro extremo, es decir los
patégenos mds susceptibles a los AE, fueron M. fructicola y R. stolonifer. Los AE provenientes
de D. ambrosioides, P. graveolens, L. nobilis, M. citrina, L. alba y L. turbinata lograron la mejor
performance de inhibicién contra el panel bajo estudio. Por lo que los productos naturales
obtenidos a partir de los aceites esenciales y extractos estudiados en esta tesis constituyen una

alternativa de interés para el control de patégenos in vitro.
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Capitulo V: Ensayos in vivo (a campo o en poscosecha) para frutilla var. Cabrillo y var.
San Andreas y en durazno var. Flordaking

Introduccion

En la definicidon de enfermedad intervienen los siguientes factores: planta (hospedante),
el o los patégeno/s, el ambiente y el tiempo. Por ello, todos estos factores juntos deben interactuar
para que se exprese la enfermedad (Gally et al., 2016). Debido a las pérdidas econdmicas que
suponen los patégenos, asi como a la resistencia adquirida por los funguicidas cldsicos, es de
importancia el estudio y continuo desarrollo de agentes alternativos para su control (Rodriguez
Tacoén, 2021). Por ello es que las précticas de manejo precisas son fundamentales para la salud de
los cultivos y la seguridad alimentaria, asi como el papel de la diversidad de especies de plantas
para reducir la acumulacién de enfermedades fingicas (Ampt et al., 2019).

El objetivo de este capitulo es la evaluacién in vivo, tanto en cultivo como en poscosecha,
de aquellos productos naturales que resultaron m4s activos en el capitulo anterior, como también
del que se dispone en mayor cantidad. Se evaluaron pardmetros productivos, de calidad y
fitosanitarios de frutas tratadas con los fungicidas alternativos.

Materiales y Métodos

Ensayo a campo en frutilla var. Cabrillo

El ensayo se realizé durante la temporada 2019 en el Campo Experimental en Cultivos
Intensivos y Forestales (CECIF) ubicado en el departamento de Las Colonias, en el centro de la
provincia de Santa Fe (Esperanza; 31° 26° S; 60° 56’ W). Los plantines de frutilla Cabrillo se
implantaron en condiciones de campo el 23 de mayo del mismo afio en un marco de implantacion
a tresbolillo 30 x 30 cm sobre mulching negro. Las caracteristicas de vigor y sanidad de los
cultivares utilizados fueron similares al momento de su establecimiento en campo. Durante la
temporada, las plantas se regaron utilizando un sistema por goteo. Las plantas del experimento
tuvieron el manejo agrondmico semejante al de las plantaciones comerciales establecidas en la
zona de Coronda. Los registros de temperaturas minimas, maximas, medias mensuales (°C) y
precipitaciones (mm) fueron proporcionados por la Citedra de Agrometeorologia de UNL de la
estacién del Campus Donnet en la misma localidad (Anexo 2). Los tratamientos que se evaluaron
fueron aquellos que obtuvieron mejor performance tanto como extracto o como aceite esencial
(AE), siendo los siguientes:

- Extracto aceténico de P. acuminata a 1000 ppm (TA)

- Aceite esencial de L. nobilis a 1000 ppm (TB)

- Aceite esencial de M. citrina a 1000 ppm (TC)

- Aceite esencial de P. graveolans a 1000 ppm (TD)

- Control quimico Carbendazim a dosis comercial (TE)

- Agua destilada (TF)
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Los tratamientos se asignaron a las plantas utilizando un generador de nimeros aleatorios
(R Studio). Los primeros tratamientos se comenzaron el 10 de agosto y finalizaron el 7 del mes
de octubre. Se realizaron repeticiones semanales. La cosecha se realizé durante todo el periodo
de estudio. Las plantas de frutilla tratadas con agua fueron utilizadas como control. La densidad
de poblacion fue de 30000 plantas-ha™! y el disefio experimental utilizado fue completamente
aleatorizado, modelizando las fechas como bloques. Cada bloque estuvo conformado por los seis
tratamientos antes nombrados.

Se realizaron las evaluaciones de frutilla en madurez comercial (2/3 del total de la
superficie del fruto con coloracién roja) para cada tratamiento, evaludndose ciertos pardmetros
productivos (PP) y de calidad (PC). Los pardmetros productivos se analizaron en 8 bloques
(constituidos por 8 fechas), mientras que los pardmetros de calidad se realizaron en 5 bloques (5
fechas) determindndose Color, Sélidos Solubles Totales (SST), Acidez Titulable (AT) y Firmeza
(Figura 15). Sélo para el caso de medicion de fenoles, antocianinas y capacidad antioxidante se

realizaron en 3 fechas.
27/8/2019 3/9/2019 12/9/2019 19/9/2019 23/9/2019 3/10/2019 7/10/2019 25/10/2019

Bloque 1 Bloque2 Bloque3 Bloque4 Bloque5 Bloque6 Bloque7 Bloque 8

PP PP PP PP PP PP PP PP
PC1 PC1 PC1 PC1 PC1
PC2 PC2 pPC2

Figura 15. Disefio en bloques de la metodologia de evaluacion de pardmetros productivos (PP- Numero y peso de
frutos) y pardmetros de calidad (PC1- Color, SST, AT, Firmeza y PC2- Fenoles, Antocianinas y Capacidad
Antioxidante).

Pardametros productivos estudiados

Numero de frutos: por tratamiento, se realiz6 el conteo en 8 fechas constituyendo 8

bloques en el andlisis estadistico.

Peso: se determind mediante balanza portitil modelo MH-500 marca Pocket Scale
precision 0,1g para el total de los frutos para cada tratamiento, recibiendo el mismo andlisis
estadistico que la variable nimero de frutos.

Pardmetros de calidad estudiados

Los pardametros de calidad se evaluaron en cinco fechas (cinco bloques) en el caso de
Color, SST, AT y Firmeza mientras que en tres fechas (tres bloques) se hallaron los pardimetros
de Fenoles, Antocianinas y Capacidad Antioxidante. El jugo de frutillas utilizado en los ensayos

de acidez y s6lidos solubles totales fue previamente obtenido de una muestra a campo de 4 plantas
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por tratamiento, constituyendo cada planta una réplica por tratamiento para asegurar la
aleatorizacion. Las fechas fueron utilizadas para identificar los bloques. Las muestras se filtraron
y homogeneizaron para su anélisis.

Acidez titulable: se determind mediante el método de titulacion dcido-base. En un vaso

de precipitado se colocé jugo de frutas (200 ul) y agua destilada (csp. 20 ml). Se incorporaron 3
gotas de fenolftaleina como indicador, y luego se valoré cada muestra con solucién acuosa de
NaOH (0,1 N) para alcanzar un pH de 8,1. La titulacién se daba por terminada cuando el viraje
del indicador era rosa persistente durante 30s. Los contenidos de d&cidos totales fueron
determinados como equivalentes de 4cido citrico a través de la siguiente férmula, segin la

metodologia de Campana (2007):

Porcentaje de dcido citrico (g de 4cido/l de jugo) = ml utilizados de NaOH x 0,IN x 0,064

Concentracion de solidos solubles totales (SST): se colocaron 1000 pL de jugo en el

prisma del refractémetro digital HI 96803 Marca Hanna Instruments Rumania de rango 0 a 85%
con precisién 0,1 °Brix, previamente calibrado con agua destilada, de manera tal que cubra la
totalidad del prisma, calibrdndose a cero con agua destilada después de cada medicién.

Firmeza: a cada fruto de la misma planta de cada tratamiento se le determind la fuerza
requerida para penetrar cada fruto en forma equidistante en la zona ecuatorial a través de un
durémetro digital de punta plana modelo BC-TR53215 marca TR Turoni Company lItalia,
obteniéndose los resultados en grados Shore.

Color (brillo, intensidad de color y dngulo de tono): (L, a y b). Se determiné a cada

frutilla obtenida en cada tratamiento, utilizando un colorimetro digital modelo CR-300 marca
Konica Minolta Holdings USA. La determinacion se realizé en la region del didmetro ecuatorial
y se obtuvieron los parametros L, a y b. Se evaluaron los pardmetros a través de lo propuesto por
Commission Internationale de Eclairage (CIELab) y sus indices derivados (dngulo de tono y
croma). La luminosidad (L) varia de 0 a 100 (negro-blanco); el pardmetro a indica el grado de
componente rojo (a>0) o verde (a<0) mientras que el pardmetro b determina el grado de
componente amarillo (b>0) o azul (b<0). Los indices derivados usan el mismo diagrama que el
espacio (L, a, b) pero en coordenadas cilindricas (ver figura 16). Los parametros a y b se utilizaron
para calcular el angulo de tono (0. = tan™ b/a) mientras que la intensidad de color fue definida por
[(a® + b?)'”?]. Ambos pardmetros describen visualmente la apariencia del color (Perkins-Veazie et
al.,2001). La calibracion se realizo en el mosaico de color blanco antes del analisis de cada unidad

experimental.
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Negro

Figura 16. Espacio de Color CIELab

Antocianos: Para el dosaje de antocianos se partié de extractos de 500 mg de tejido fresco
diluidos en 2 mL de metanol acidificado (MeOH:H>O:HCIl, 79:20:1), que se incubaron a 37 °C
durante 12 h y luego se cuantificaron mediante el registro directo de absorbancias a 540 nm
usando espectrofotémetro UV-visible (Beckman DU 7500). El contenido total de antocianos se
calcul6 con la férmula propuesta por Abdel-Aal y Hucl (1999):

C=(A/%) x (V/1000) x PM x (1/peso de la muestra) x 10°

Donde:

A: Absorbancia muestra

&: Absorbancia molar de la cianidina-3-glucésido, 25965 cm™'.M™!

V: Volumen total del extracto de antocianinas

PM: peso molecular de la cianidina-3-glucésido, 449 g moL"!

Los resultados fueron expresados como mg de cianidina-3-glucésido/mg.PF, donde PF
es peso fresco.

Compuestos fenolicos:

El contenido de compuestos fendlicos fue determinado segiin Singleton et al., (1999) y
expresado como pg de equivalentes de fenol/mg PF. Esta técnica se fundamenta en que los
compuestos fendlicos reducen el reactivo de Folin-Ciolcalteau (reactivo fosfotingstico y
fosfomolibdico) para formar un complejo azulado que absorbe a 765 nm. Para ello, se tomaron
500 plL de cada extracto y se les agregd 1000 pl. de H>O destilada y luego 100 ul. del reactivo de
Folin. Se dej6 en reposo 2 min a temperatura ambiente y luego se agreg6é 400 pl. de Na>COs al
15,9%. Se llevo a 50 °C en bafo maria durante 5 min. Transcurrido ese lapso, se trasvasé a la
cubeta. La lectura de las absorbancias se realizé a 765 nm con un espectrofotometro UV -visible
Beckman DU 7500.

Capacidad antioxidante:

La capacidad antioxidante de los tratamientos fue determinada a través del ensayo TEAC

(capacidad antioxidante equivalente a TROLOX) usando el catién radical 2, 2'-azino-bis (3-
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etilbenzotizolin-6-sulfonato; ABTS-+) (Miller & Rice-Evans, 1993). Este compuesto es de color
azul/verdoso y presenta maximos de absorbancia a 734 nm, que al ser reducido por una especie
radical (R.) (ABTS:+ + R. -ABTS-R) o por una molécula antioxidante (A) (ABTS:+ + A—
ABTS-H+A), sufre decoloracién. El grado de decoloracidon es proporcional a la capacidad
antioxidante de la muestra. La técnica usada se llevo a cabo de acuerdo a Re et al., (1999). El
radical ABTS:+ se gener6 haciendo reaccionar una solucién acuosa de ABTS 7 mM con K,S,0g
2,45 mM y luego se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 12-16 h. E1 ABTS y el
K»S,0s reaccionan estequiométricamente 1:0,5 para generar el cation ABTS-+, el cual es estable
s6lo durante dos dias mantenido en oscuridad y a temperatura ambiente. La solucién madre de
ABTS-+ se diluyé en MeOH hasta obtener valores de absorbancia de 0,7+0,02 a 734 nm en
espectrofotémetro UV-visible (Spectromax plus 250, Molecular Device, CA, USA). Las muestras
a evaluar se obtuvieron a partir de 2 unidades experimentales almacenadas a -8 °C, realizindose
extractos por triplicado con metanol acidificado (12 h de incubacién a 37 °C) a una concentracién
de 50 mg PF/mL. Los extractos fueron filtrados. Luego a 1 mL de ABTS-+ se le adicionaron los
extractos (50 pg/mL) capaces de producir entre el 20 y el 80% de depuracion del radical. La
reaccién de los extractos con el radical ABTS-+ se realiz6 a temperatura ambiente. Como
compuesto antioxidante de referencia se utiliz6 hidroxitolueno butilado (BHT) (1 mg/mL).

Ensayo de inhibicion de patégenos de poscosecha en frutilla var. San Andreas

Se realizaron evaluaciones diarias durante una semana de la variedad San Andreas en
madurez comercial (2/3 del total de la superficie del fruto con coloracién roja) por cada
tratamiento. Las frutillas fueron adquiridas de productores de la zona de Coronda quienes realizan
tratamientos convencionales. Una vez obtenidas, se realiz6 la desinfeccion durante 1 minuto con
hipoclorito de sodio al 10% P/V y posterior enjuague con agua desmineralizada a cada unidad
experimental. Se realizé la inoculacién puntual en la zona ecuatorial de la unidad experimental
con 10ul de una solucién de conidios de 1.10° UFC/mL de B. cinerea 'y C. nymphae. Luego de 3
horas de realizada la inoculacion, se realiz6 la inmersion: en el caso de los tratamientos contra B.
cinerea (TA, TB, TC, TD y TE), mientras que en C. acutatum fue de TA, TB, TD y TE. Cada
unidad se individualizé y fotografié. Se utilizaron los extractos o aceites esenciales que mejor
desempefio obtuvieron a campo y de los cuales se disponia mayor cantidad para poder realizar el
ensayo. A diferencia del ensayo a campo, se incorpord un extracto adicional por la performance
in vitro. Los tratamientos consistieron en la inmersiéon durante 5 segundos de las frutillas en
soluciones de 1000 ppm de los extractos o de AE. A continuacidn, se detallan los tratamientos:

- Extracto aceténico de P. acuminata (TA)

- Aceite esencial de P. graveolans (TB)

- Extracto diclorometanico de P. madagascariensis (TC)

- Control quimico Carbendazim a dosis comercial (TD)
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- Agua destilada (TE)

Se almacenaron las frutillas a temperatura constante de 16 °C en cava Marca Tophouse
para B. cinerea y a 20 °C para C. nymphae en debidos envases individuales y desinfectados. Se
registré el porcentaje de frutos en descomposicion y la severidad durante siete dias para el primer
patégeno y durante 4 dias para el segundo patégeno. La severidad de las infecciones se registro
seglin una escala empirica de Romanazzi et al., (2001) con seis grados: 0, fruto sano; 1, 1-20%
superficie de fruta infectada; 2, 21-40% superficie de fruta infectada; 3, 41-60% de la superficie
de la fruta infectada; 4, 61-80% de la superficie de la fruta infectada; 5, >81% de la superficie de
la fruta infectada y mostrando esporulacién. El indice de infeccién (o indice de Mc Kinney), que
incorpora tanto la incidencia como la gravedad de la enfermedad, se expres6 como la ponderacién
media de la enfermedad como porcentaje del nivel mdximo posible (Mc Kinney, 1923) y se

calcul6 en el dltimo dia de ensayo mediante la férmula:

=290 4

0
NxD

Donde:

d es la categoria de podredumbre con intensidad puntuada en la frutilla y f es su
frecuencia, N es el numero total de frutos (sano y podrido), D es la categoria mds alta de
enfermedad que ocurri6 en la escala empirica (Romanazzi et al., 2001).

Para el andlisis se realiz6 el registro fotogrifico de infeccién. Se realizd un andlisis
categorico (y>-cuadrado) mediante el programa estadistico RStudio (0>0,05). En el caso de que
se encuentren diferencias, se realizaron intervalos de proporciones.

Ensayo de inhibicion de patogenos de poscosecha en durazno var. Flordaking

Se realizaron evaluaciones diarias durante cinco dias de frutos de la variedad Flordaking
en estadios previos a la madurez comercial, utilizindose 10 unidades experimentales por cada
tratamiento. Los duraznos fueron adquiridos de productores de la zona del centro de Santa Fe que
realizan tratamientos convencionales. Se realiz6 la desinfeccidn de los duraznos durante 1 minuto
con hipoclorito de sodio al 10% P/V y posterior enjuague con agua desmineralizada a cada unidad
experimental. Se realizaron dos inoculaciones puntuales en la zona cercana a la incisién del
pediinculo de cada unidad experimental con 10 ul de una solucién de conidios de 1.10° UFC/mL
del patégeno M. fructicola. Luego de 3 horas de realizada la inoculacién, se procedié a la
inmersion en las soluciones tratantes, de modo de generar los tratamientos de TsIA, TIA, TA, TB,
TC y TD. Diariamente se fotografiaron y se registraron los frutos infectados. Los tratamientos
consistieron en la inmersién durante 5 segundos en soluciones de 1000 ppm de AE o extractos. A
continuacion, se detallan los tratamientos:

- Sin inocular + agua desmineralizada (sIA)

- Inoculado + agua desmineralizada (IA)
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- Extracto aceténico de P. acuminata (TA)

- Aceite esencial de P. graveolans (TB)

- Aceite esencial de M. citrina (TC)

- Control quimico Carbendazim a dosis comercial (TD)

Los duraznos tratados se almacenaron a temperatura ambiente de 20 °C en bandejas
desinfectadas con tapa, de manera de garantizar la humedad. Se registré el porcentaje de frutos
en descomposicion y la severidad de la enfermedad durante siete dias. Esta se registr6 diariamente
seglin una escala empirica en base a la escala de Wagner Junior et al. (2005), con puntuaciones
de 0 a 4: 0, fruto sin infeccién; 1, de 0 a 25% de la superficie de la fruta con dafio por enfermedad;
2, de 25 a 50% de la superficie de la fruta con dafo a la enfermedad; 3, del 50 al 75% de la
superficie del fruto con dafio por enfermedad; y 4, mds del 75% de la superficie del fruto con dafio
por enfermedad. Se realiz6 un andlisis categérico ()>-cuadrado) mediante el programa estadistico
RStudio (RStudio Team, 2020) de las proporciones de los frutos enfermos (0>0,05). En el caso
de que se encontraran diferencias, se realizaron intervalos de proporciones.

Ademads, se hall6 el indice de Mc Kinney para los tratamientos, que incorpora tanto la
incidencia como la gravedad de la enfermedad en el dltimo dia de ensayo, mediante la férmula
expresada previamente (ver formula pdg. 90), donde se expres6 como la ponderaciéon media de la
enfermedad como porcentaje del nivel méximo posible (Mc Kinney, 1923)

Resultados

Ensayo a campo en frutilla var. Cabrillo y evaluacion de pardmetros productivos y de
calidad de frutas segiin los tratamientos fungicidas aplicados

Pardametros productivos:

Numero de frutos

El nimero de frutos registrado a lo largo del ensayo obtuvo un maximo de 68 frutos para
TA, seguido por 63 frutos para TF, 43 frutos para TB y TD, y por tltimo 37 frutos para TC y TE.
Se comprobaron los supuestos de homogeneidad de varianza (p> 0,42) y normalidad (p> 0,15).
Posteriormente se realizé el andlisis de ANOVA siendo significativo (p< 0,01). En la figura 17 se

muestran los promedios y desvios para esta variable segin los distintos tratamientos.
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Promedio de frutos por tratamiento
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Figura 17. Promedio de frutos por tratamiento, cosechados en 8 fechas diferentes. Letras diferentes indican

diferencias significativas (p<0,05). Dosis de tratamiento: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P.

acuminata (TA), AE de L. nobilis (TB), AE de M. citrina (TC), AE de P. graveolans (TD), control quimico
Carbendazim a dosis comercial (TE), agua destilada (TF).

Se aplic6 el test de Dunnett para realizar las comparaciones entre las medias de los
tratamientos versus el control (TF). Las diferencias fueron no significativas en relacién a TF, pero
si se hallaron diferencias entre TA versus TC y TE.

Peso

Se registraron los pesos totales alcanzados por cada tratamiento para las 8 fechas de
mediciones y fueron modelizados como bloques (Figura 18). EI menor peso total lo registré el
tratamiento C (435 g totales), seguidos por el tratamiento E (437,5 g totales), tratamiento B (479,7
g totales), tratamiento D (491,4 g totales), tratamiento A (573,82 g totales) y por ultimo el
tratamiento F (793,9 g totales). Se comprob6 la homogeneidad de varianzas (p>0,9421) y la
normalidad (p>0,1306) de los datos. Se realiz6 el ANOVA, no obteniéndose diferencias

significativas entre los tratamientos con respecto a los pesos totales alcanzados (p>0,1109).
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Figura 18. Peso total por tratamiento en 8 fechas diferentes. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05). Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de L. nobilis (TB),
AE de M. citrina (TC), AE de P. graveolans (TD), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TE), agua
destilada (TF).

Pardmetros de calidad:

Acidez

La acidez, expresada en g de cido citrico/l de jugo de las frutas sometidas a los diferentes
tratamientos, como se observa en la Figura 19 alcanzé un maximo y un minimo de 0,066-0,033
en TA, 0,064-0,029 en TB, 0,0704-0,028 en TC, 0,0624-0,027 en TD, 0,0544-0,012 en TE, y por
ultimo 0,064- 0,027 en TF.
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Figura 19. Acidez de las frutas sometidas a los distintos tratamientos, cosechadas en 5 fechas diferentes. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de
P. acuminata (TA), AE de L. nobilis (TB), AE de M. citrina (TC), AE de P. graveolans (TD), control quimico
Carbendazim a dosis comercial (TE), agua destilada (TF).
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Se comprobé la homogeneidad de varianza (p>0,78) y normalidad (p>0,056) de los datos.
Mediante ANOVA se sometieron las medias de los tratamientos, resultando al menos una distinta
(p< 0,02). Se realizé el analisis de las medias versus el control a través de Dunnett, arrojando
diferencias para las medias del tratamiento F y el tratamiento E (p<0,03).

Solidos Solubles Totales

Los sélidos solubles totales en (%) de las frutas sometidas a los diferentes tratamientos,
alcanzaron un mdximo y un minimo de 9,325-5 en TA, 8,3-3,83 en TB, 8,5-4,4 en TC, 9,225-4,23
en TD, 11,3-3 en TE, y por ultimo 8,54-5 en TF. La evolucién de los SST de los distintos
tratamientos se muestra en Figura 20. El andlisis de la homogeneidad de varianza no arrojo
diferencias (p> 0,09) al igual que la normalidad (p> 0,55). Comprobados ambos supuestos, se

realiz6 ANOVA, no encontrando diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0,49).
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Figura 20. Sélidos solubles totales (SST) de las frutas sometidas a los distintos tratamientos, cosechadas en 5 fechas
diferentes. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos:
Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de L. nobilis (TB), AE de M. citrina (TC), AE de P. graveolans (TD),
control quimico Carbendazim a dosis comercial (TE), agua destilada (TF).

Firmeza o dureza

La firmeza obtenida de las frutas sometidas a los diferentes tratamientos, alcanzé un
promedio (expresados en grados Shore) de: 14,02+2,54 en TA, 16,39+4,40 en TB, 13,88+3,50 en
TC, 14,05+1,13 en TD, 14,33+3,85 en TE y 15,60+3,94 en TF. Se obtuvo la homogeneidad de la
varianza a través de la raiz de los datos (p> 0,073) y su normalidad (p> 0,60). Las medias de los
tratamientos, mediante ANOV A, fueron no significativas (p<0,176). A continuacion, en la Figura

21, se muestra la evolucion de la firmeza obtenida en las diferentes fechas de cosecha.
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Figura 21. Evolucion de la firmeza (%) de las frutas sometidas a los distintos tratamientos. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05). Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P.
acuminata (TA), AE de L. nobilis (TB), AE de M. citrina (TC), AE de P. graveolans (TD), control quimico

Carbendazim a dosis comercial (TE), agua destilada (TF).

Color

El color fue analizado a partir de L y los indices derivados (croma y dngulo). En relacion
al pardmetro L, luego de comprobados los supuestos de homogeneidad (0,28) y normalidad (p
>0,053), los tratamientos no evidenciaron diferencias significativas (p=0,07). Los promedios
obtenidos para el indice derivado “croma” fueron de: 36,0+7.97 en TA, 40,9+6,99 en TB,
35,749,03 en TC, 38,5+6,53 en TD, 38,2+7,32 en TE, 39,5+5,60 en TF. Se comprobd la
homogeneidad de las varianzas, arrojando un p>0,051 al igual que la normalidad de los datos
p>0,69. Con los supuestos comprobados, se realiz6 ANOVA (p>0,024), resultando en al menos
un tratamiento diferente. Se realizo el test de Dunnett para comprobar las diferencias con el
control +, resultando no significativas, pero si lo fueron el tratamiento TB con respecto a TC. Para
el indice dngulo de color, se realizd la inversa de los datos obtenidos y se comprobd
homogeneidad de las varianzas (p>0,05) y normalidad (p>0,2566). Con los supuestos
comprobados, se realiz6 ANOVA (p> 0,0011), resultando en al menos un tratamiento diferente.
Se realizé el test de Dunnett para comprobar las diferencias con el control, resultando TC diferente
aTF.

Mediante el programa Photoshop (Adobe, 2019), se presenta la Figura 22 donde se

muestra la evolucién del color de las frutas cosechadas para los tratamientos.
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Figura 22. Valores promedio de los indices croma y dngulo de las frutas sometidas a los diferentes tratamientos,
cosechadas en las 5 fechas analizadas (bloques). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) con
respecto a TF. Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de L. nobilis
(TB), AE de M. citrina (TC), AE de P. graveolans (TD), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TE), agua
destilada (TF).

Antoclanos

Los promedios de la cantidad de antocianos (expresados en mg de cianidina-3-
glucésido/mg de PF) se muestran en la Figura 23. Se obtuvo un promedio para TA de 1,79+1,98,
2,69+1,32 en TB, 1,92+1,48 en TC, 1,99+0,95 en TD, 1,51+ 0,85 en TE y 1,67+0,59 en TF. Se
realiz6 el analisis de la homogeneidad de las varianzas (p>0,32) y normalidad de los (p>0,69).
Con los supuestos comprobados, se realizé ANOVA (p>0,32), no encontrdndose ninguna

diferencia entre los tratamientos.
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Figura 23. Antocianos promedios determinados en frutas sometidas a los diferentes tratamientos, cosechadas en las 3
fechas analizadas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) con respecto a TF. Dosis tratante: 1000
ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de L. nobilis (TB), AE de M. citrina (TC), AE de
P. graveolans (TD), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TE), agua destilada (TF).

Compuestos fenolicos

Se obtuvo un promedio de compuestos fendlicos presentes en las frutas tratadas de:
0,22240,05 en TA, 0,236+0,08 en TB, 0,2+0,09 en TC, 0,18+0,08 en TD, 0,21+ 0,08 en TE,
0,23+0,04 en TF. Se realiz6 la comprobacion de la homogeneidad de las varianzas (p>0,80) y la
normalidad (p>0,20) de los datos. Se aplic6 ANOVA (p>0,69), no existiendo diferencia entre los

tratamientos (Figura 24).
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Figura 24. Promedio de compuestos fendlicos en las frutas, segtn los diferentes tratamientos y cosechadas en las 3
fechas analizadas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) con respecto a TF. Dosis tratante: 1000
ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de L. nobilis (TB), AE de M. citrina (TC), AE de
P. graveolans (TD), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TE), agua destilada (TF).

Capacidad antioxidante

Se obtuvo un promedio de capacidad oxidante (equivalente a Trolox) de: 0,534+0,18 en

TA, 0,408+0,12 en TB, 0,607+0,24 en TC, 0,514+0,08 en TD, 0,533+ 0,10 en TE, 0,504+0,12 en
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TF. Se realizé el andlisis de la homogeneidad de las varianzas (p>0,20) y normalidad de los datos

(p>0,05). Con los supuestos comprobados, se realiz6 ANOVA (p>0,08), no encontrdndose

diferencia entre los tratamientos.
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Figura 25. Capacidad antioxidante promedio medido en equivalente TROLOX de las frutas sometidas a los
diferentes tratamientos, y cosechadas en las 3 fechas analizadas. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) con respecto a TF. Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE

de L. nobilis (TB), AE de M. citrina (TC), AE de P. graveolans (TD), control quimico Carbendazim a dosis

comercial (TE) y agua destilada (TF).

Ensayos de inhibicion de patégenos en poscosecha de frutilla var. San Andreas

B. cinerea

A partir del segundo dia de inoculacién, se manifestaron los primeros sintomas del moho
gris por el agente causal B. cinerea en los tratamientos TA y TE. El andlisis de datos categdricos
arrojé diferencias entre las proporciones de frutos sanos y enfermos para los diferentes

tratamientos (p= 0,03). En Figura 26 se visualiza la evolucién de la enfermedad segtn los

tratamientos.
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Figura 26. Evolucion de los grados de infeccion por B. cinerea luego de la aplicacion de los diferentes tratamientos.
Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de P. graveolans (TB), DCM
de P. madagascariensis (TC), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TD) y agua destilada (TE).

El andlisis arroj6 diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que se realizé el
intervalo de las proporciones de frutas enfermas de los diferentes tratamientos desde el dia 3 hasta
el dia 7 (Figura 27). El intervalo para la verdadera proporcion de TA fue de 0,208<p<0,592, para
TB fue de 0,408<p<0,792, para TC y TD fue de 0,04<p<0,35, y por ultimo para TE fue de
0,365<p<0,755. La comparacion de los diferentes intervalos mostré diferencias entre tres grupos,

TB-TE, TC-TD, y sin diferencias entre ambos grupos para TA (p=0,05).
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Figura 27. Intervalo de confianza de la proporcién de frutos enfermos de los diferentes tratamientos en relacion a la
infeccidn por B. cinerea (p<0,05). Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA),
AE de P. graveolans (TB), DCM de P. madagascariensis (TC), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TD) y
agua destilada (TE).

Se realiz6 el andlisis de la incidencia y severidad a través del indice de McKinney. Se
observé que el tratamiento C tuvo mejor desempefio (24%) en relacién a la cantidad de frutos
afectados (incidencia), asi como también en el valor de la severidad alcanzada por el mismo. En
esa misma linea, TD obtuvo una incidencia de 60%, mientras que el indice de McKinney alcanz6
el 36%. Sin embargo, el tratamiento B tuvo igual incidencia que TE e indice de McKinney (64%).
Ambos fueron superiores a los valores obtenidos para TA, donde la incidencia fue del 80% y el

indice de McKinney fue de 60% (Figura 28).
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Figura 28. Incidencia e Indice de McKinney (severidad) en relacién a la infeccién de B. cinerea. Dosis tratante: 1000
ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de P. graveolans (TB), DCM de P.
madagascariensis (TC), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TD) y agua destilada (TE).
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C. nymphae

A partir del segundo dia luego de la inoculacién, se manifestaron los primeros sintomas
de la antracnosis causada por el agente C. nymphae en los tratamientos TB y TE. El tratamiento
TC no fue evaluado debido a los resultados hallados en la inhibicién in vitro en el capitulo IV. El
andlisis de datos categéricos arrojé diferencias para las proporciones de frutos sanos y enfermos

entre los diferentes tratamientos (p= 0,002). En figura 29 se visualiza la evolucién de la

enfermedad.
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Figura 29. Evolucion de los grados de infeccion por C. nymphae luego de la aplicacion de los diferentes
tratamientos. Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de P. graveolans
(TB), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TD) y agua destilada (TE).

Como se expresO anteriormente, el andlisis arrojé diferencias significativas entre los
tratamientos, por lo que se realizé el intervalo de las proporciones de frutas enfermas de los
diferentes tratamientos (Figura 30). El intervalo de confianza para la verdadera proporcién de TA
fue de 0,185<p<0,614, para TB fue de 0,499<p<0,900, para TD fue de 0,02<p<0,375, y para TE
de 0,499<p<0,900.
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Figura 30. Intervalo de confianza de la proporcién de frutos enfermos de los diferentes tratamientos en relacion a la
infeccién por C. nymphae (p<0,05). Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos: Extracto aceténico de P. acuminata (TA),
AE de P. graveolans (TB), control quimico Carbendazim a dosis comercial (TD) y agua destilada (TE).

La comparacion de los diferentes intervalos mostré diferencias entre TD, TB y TE,
mientras que TA no manifesté diferencias con ninguno de los tratamientos (p=0,05).

Los resultados de incidencia y severidad se muestran a través del indice de McKinney en
la Figura 31. Se observa que TA y TD obtuvieron mejor desempeiio (80%) en relacién a la
cantidad de frutos afectados (incidencia), asi como también en la severidad de los mismos. En esa
misma linea, TB arrojé una incidencia de 100% mientras que el indice de McKinney alcanzé el
76%. Sin embargo, el TB obtuvo valores diferentes al indice de McKinney (76%) respecto al
obtenido por TE (100%).
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Figura 31. Incidencia e Indice de McKinney (severidad) en relacién a la infeccién de C. nymphae. Dosis tratante:
1000 ppm. Tratamientos: Extracto acetnico de P. acuminata (TA), AE de P. graveolans (TB), control quimico
Carbendazim a dosis comercial (TD) y agua destilada (TE).
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Ensayos de inhibicion de patégenos de poscosecha de durazno var. Flordaking

M. fructicola

En el ensayo de poscosecha de durazno, a partir del segundo dia de inoculacién, se
observaron los primeros sintomas de la pudricién marrén causada por el agente M. fructicola en
los tratamientos TIA y TB. El andlisis de datos categdricos arrojé diferencias entre las

proporciones de frutos sanos y enfermos segtin los diferentes tratamientos (p<0,05). En Figura 32

se puede observar la evolucion de la enfermedad.

" Dia2

Dia3

Dia 4

Dia 5

Figura 32. Evolucion de los grados de infeccidn por M. fructicola luego de la aplicacion de los diferentes
tratamientos. Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos Sin inocular + agua desmineralizada (sIA), Inoculado + agua
desmineralizada (IA), Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de P. graveolans (TB), AE de M. citrina (TC),

Control quimico Carbendazim a dosis comercial (TD).

El intervalo para la proporcién de enfermos del total de los frutos en el tratamiento sin
inoculacion artificial y TD fue del 0%. Por el contrario, las proporciones de los tratamientos IA 'y
TA de los frutos fue de 1 para ambos casos. Valores intermedios fueron hallados para TB
(0,41<p<0,98) como para TC (0,56<p<1). La comparacion de los diferentes intervalos mostrd
diferencias entre los grupos sIA-TD y IA-TA-TC; este ultimo tratamiento ademads no se diferencié

de TB mientras que si TB se diferencié de ambos grupos (p=0,05).
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Figura 33. Intervalo de confianza de la proporcién de frutos enfermos de los diferentes tratamientos en relacién a la
infeccidn por M. fructicola (p<0,05). Dosis tratante: 1000 ppm. Tratamientos Sin inocular + agua desmineralizada (sIA),
Inoculado + agua desmineralizada (IA), Extracto aceténico de P. acuminata (TA), AE de P. graveolans (TB), AE de M.

citrina (TC), Control quimico Carbendazim en dosis comercial (TD).

Se realiz6 el andlisis de la incidencia y severidad a través del indice de McKinney en la
Figura 34. Se observé que el tratamiento D como el TsIA (control de técnica de infeccidn
artificial) tuvieron los mejores desempeiios, es decir, no mostraron frutos enfermos, resultandos
nulos los valores de incidencia e indice McKinney. Los tratamientos IA y TA fueron los que
alcanzaron el mayor porcentaje de incidencia (100%) mientras que el indice de McKinney fue de

82,5% y 93%, respectivamente. En esa misma linea, TC obtuvo una incidencia de 82%, mientras
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que el indice de McKinney alcanz6 el 57,5%. Valores menores de incidencia fueron hallados en

el tratamiento B (70%) que obtuvo un indice de McKinney de 52,5%.
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Figura 34. Incidencia e Indice de McKinney (severidad) en relacién a la infeccion de M. fructicola. Dosis tratante:
1000 ppm. Tratamientos Sin inocular + agua desmineralizada (sIA), Inoculado + agua desmineralizada (IA), Extracto
aceténico de P. acuminata, AE de P. graveolans (TB), AE de M. citrina (TC), Control quimico Carbendazim en
dosis comercial (TD).

Discusion

La familia Rosaceae abarca varios cultivos productores de frutas econdémicamente
fundamentales, como frutilla y durazno, que requieren horas de frio durante el invierno para
desarrollar yemas fructiferas (Alisoltani et al., 2019). Sin este enfriamiento, los érganos florales
no pueden desarrollarse normalmente (Fadén et al., 2018), lo que no ocurre naturalmente en
condiciones climdticas tropicales y subtropicales (Oviedo et al., 2020). Contrariamente, las
heladas de finales de invierno y principios de primavera pueden dafiar severamente las yemas, las
flores y, por ende, las frutas, conduciendo a una reduccién de la productividad (Alisoltani et al.,
2019). Esto se produjo durante la temporada 2019 donde la falta de horas de frio en el afio 2018
impidi6 realizar el ensayo a campo en durazno, pero si se pudieron realizar las evaluaciones de
los diferentes tratamientos propuestos para frutilla bajo invernadero. Respecto a la produccién de
frutilla alcanzada, no se hallaron diferencias en relacién a los kg totales producidos bajo cada
tratamiento, pero si hubo diferencias en los nimeros de frutos en los tratamientos de Extracto
acetonico de P. acuminata- AE de L. nobilis y el control quimico Carbendazim a dosis comercial.
Esto fue hallado previamente por Menzel (2021) en cultivos de frutilla, donde las plantas hacia el
final de la temporada continuaron produciendo frutos pequefios, por lo que la calidad de la fruta
es menor y por ende la relacidon es més costosa al cosechar. Este autor atribuye sus resultados a
temperaturas mds altas y al efecto negativo que ocasiona esto en el rendimiento de las plantas. Se
sabe que la floracion en frutilla se reduce a temperaturas superiores a 30 °C durante el dia y 25
°C en la noche, e incluso una exposicion breve de 4 h a 42 °C puede influir negativamente en el

cuajado (Orde & Sideman, 2019; Samtani et al., 2019). En los invernaderos las condiciones en
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relacion al exterior se diferencian durante el dia en 1,4 °F (17 °C). Estas condiciones fueron las
observadas al menos durante 7 dias de la temporada de produccién (ver Anexo Condiciones
climaticas). En este ultimo estudio, ademas, las frutillas no se consideraban comercializables si
pesaban menos de 7,0 g, o estaban deformadas, cubiertas por tierra y/o podridas. En esta tesis,
este criterio no fue tenido en cuenta, por lo que quizds los resultados mencionados en los
diferentes apartados podrian haber cambiado, disminuyendo el error y en consecuencia tener una
mejor estimacion de los pardmetros evaluados.

En esta misma linea, Rosa et al., (2013) sugieren que las variaciones en la produccién de
frutos estaban mds afectadas por el medio ambiente mds que por la constitucion genética de una
planta. Los resultados de esta investigacion también afirman que la considerable variabilidad en
el ndmero de frutos pequefios, medianos, grandes y no comerciales se debi6 a la fecha tardia del
trasplante y que este factor ambiental tuvo un efecto importante en la produccién de frutos. La
produccién donde la siembra es tardia, por pocas semanas, resultan en rendimientos més bajos en
comparacion con otros estudios (Pritts & McDermott, 2017). Ademads, los rendimientos aumentan
cuando las plantas tienen una densidad alta, incluso si el rendimiento por planta disminuye
(Legard et al., 2000; Orde & Sideman, 2019). La densidad utilizada en esta tesis fue menor a la
utilizada en la zona de Coronda (60000 plantas. ha™).

Por lo anteriormente expuesto, las plantas de frutilla estan influenciadas por las complejas
interacciones entre el cultivo y la temporada de crecimiento, la ubicacién, el tipo de suelo y el
sistema de produccion (Galletta & Bringhurst, 1990 ). Existen diferencias alcanzadas entre la
produccién a campo e invernadero, como lo desarrollado por Pérez Trujillo (2021), donde a
campo encontraron mayor particion de asimilados, resultando en rendimientos por plantas
mayores que en invernadero. Ademads, las estructuras de los invernaderos en dicho estudio no
proporcionaron aislamiento térmico durante los meses mas frios del otofio, alcanzando la misma
temperatura minima del aire durante la noche que los entornos desprotegidos, especialmente
durante los meses mas frios.

Los cultivares de dias neutros en frutilla, como la utilizada var. Cabrillo, no poseen
estimulos del fotoperiodo, pero responden a la temperatura, ocurriendo la floracién de forma
continua durante su ciclo, siempre que la temperatura del aire se presente en el rango adecuado
(Lambrecht et al., 2020). Como se observd en los resultados, no hubo diferencia entre los
tratamientos para los pesos totales, pero si para el nimero de frutas, aunque los pesos individuales
de los frutos disminuyeron y esto se puede atribuir al fuerte efecto de la temperatura sobre el
tamafio (como se explicé mds arriba). La produccién en ausencia de cultivares tolerantes al calor
en ensayos desarrollados por Menzel (2019), mostré que el peso de la fruta disminuy6 de 24 a 8
g a medida que la temperatura aumentd de 16 °C a 20 °C; ademds, las altas temperaturas

provocaron una menor cantidad de frutos y mas pequefios, disminuyendo el nimero de frutos de
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15 a 8 por planta. En relacion a los resultados hallados en esta tesis, se encontré diferencias en el
ndmero de frutos para los tratamientos TE-TC con respecto a TA. Esto puede estar relacionado a
que la planta cambia su metabolismo para activar los sistemas de defensa, mientras que su
crecimiento y desarrollo pueden suspenderse parcialmente (llamado trade-off crecimiento-
defensa) (Spychalski et al., 2021). A su vez, los fungicidas pueden tener efectos negativos en la
fisiologia del cultivo, especialmente en la fotosintesis, conduciendo a una reduccién de la
produccién de fotoasimilados, lo que resultaria en una disminucién tanto del crecimiento como
del rendimiento del cultivo (Petit et al., 2012). Segiin Mazaro et al., (2008), el tratamiento de las
frutillas con quitosano puede retrasar la maduracién de la fruta, aumentar su firmeza y reducir la
pérdida de masa de la fruta. Estudios realizados por Spychalski et al., (2021) indicaron que
aplicaciones del derivado amida del benzotiadiazol, estimul6 el desarrollo vegetativo de las
plantas al mismo tiempo que redujo la intensidad de floracién y cuajado.

Como se observé en los resultados a partir del ensayo a campo, el patrén de fructificacién
obtenido en ~“Cabrillo™ presentd dos picos de produccién. Esto no coincide con lo hallado por Orde
& Sideman (2019) donde sélo presenté un pico. Estos dltimos autores explicaron que esas
diferencias son debido a los genotipos y que esta informacién es necesaria para que los
productores puedan ofrecer un suministro constante de frutas. En coincidencia con dicho estudio,
los valores de produccién dentro del rango 234,9-497,8 g/planta obtenidos por estos mismos
autores a nivel planta, se encontraron dentro de los valores obtenidos en esta tesis, asi como
también la cantidad de semanas para el inicio de la fecha de produccién (10 semanas).

La titulacién de 4cidos (AT) evalua el contenido de 4cidos organicos de las frutas y es un
factor importante para el mantenimiento de la calidad (Abd-Elkader ef al., 2021; Kilic et al.,
2021). Los acidos orgédnicos no volédtiles son consumidos en el proceso respiratorio y en frutillas
existen dos 4cidos principales: el 4cido citrico y el dcido malico, siendo el primero el
predominante (Huamani, 2020; Mohammadi et al., 2021; Dong et al., 2020; Kilic et al., 2021).
Los valores de acidez encontrados en esta tesis son menores a los reportados por Amoriello et al.,
(2022), quienes expresaron el contenido de 4cidos organicos en términos de 4cido mélico y en
base a peso fresco. En este mismo trabajo reportan, ademds, que en esta nueva variedad San
Andreas se observo la mayor variabilidad de contenido de 4cidos en relacion a los diferentes
tiempos de cosecha, obteniendo valores entre 7,2+0,9 y 13,2+1,3 mEq/100 g PF. Entre los factores
que modifican la acidez se encuentra la maduracion de la fruta, demostrando que el proceso de
senescencia se esta desarrollando (Gonzalez et al., 2021; Hosseini et al., 2020; Zeliou et al, 2018).
Hay informes contradictorios sobre la relacién entre la AT y la utilizacién de compuestos de
origen vegetal como tratamientos. Gonzalez et al., (2021) hallaron una disminucién en el
porcentaje de acidez en frutillas recubiertas con dos concentraciones de un aceite esencial,

mientras que Hosseini e al., (2020) no observaron diferencias significativas entre frutos tratados
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y no tratados en términos de pH y AT. Contrariamente, Abd-Elkader et al., (2021) encontraron
diferencias entre los diferentes tratamientos, estos autores afirman que la utilizacién de diferentes
tratamientos, podrian resultar en un efecto significativo en el proceso de respiracion, reduciendo
o retrasando la misma, y, por ende, en el mantenimiento del contenido de AT. Estudios realizados
por Kelly et al., (2021) en tratamientos poscosecha, muestran que la frutilla tanto en produccién
convencional como orgdnica tuvieron niveles de acidez mas bajos en la cosecha, atribuyendo las
diferencias a la madurez de la fruta al momento de la cosecha y a la pérdida de humedad durante
el almacenamiento. En cosechas realizadas por este mismo grupo de trabajo en dos variedades, la
acidez disminuy¢6 durante el almacenamiento, pero después de 7 dias, no observaron diferencias
significativas en la acidez de 'Strawberry Festival', mientras que en modo convencional la
variedad 'Florida Radiance' present6 una acidez més baja en comparacién con los tratamientos en
donde se habian realizado aplicaciones con los mismos principios activos, pero en cantidades
reducidas (Abountiolas et al., 2018). A diferencia de lo hallado en esta tesis, El-fawy et al., (2020)
encontraron que todos los frutos tratados aumentaron significativamente los SST y AT respecto
al control no tratado, pero el mayor aumento se obtuvo cuando se aplicaron benzoato de sodio y
fungicida teldore en comparacion a las plantas sanas e infectadas. Esto podria deberse a que hay
tratamientos que mantienen un proceso de maduracién lento después de la cosecha, lo que tiende
a disminuir los SST y aumentar la AT.

Los mayores valores hallados para los tratamientos en relacion a los SST coinciden con
lo publicado por Amoriello et al. (2022), donde alcanzan 13,5 °Brix. Sin embargo, el minimo del
intervalo presentado por estos autores (6 °Brix) no coincide con los minimos alcanzados por los
diferentes tratamientos realizados en esta tesis. El contenido de SST se correlaciona con el dulzor
y el sabor (Zeliou et al., 2018), aumentando con la radiacién solar y reduciéndose debido a una
mayor respiraciéon que se produce a altas temperaturas (Menzel, 2022). En esta tesis no se
observaron diferencias significativas en el contenido de SST entre los diferentes tratamientos.
Zushi et al., (2023) en estudios actuales sugieren que el efecto positivo del aumento de la radiacién
solar sobre los SST es anulado por los aumentos de temperatura. En relacién a la utilizacién de
moléculas vegetales para el uso en poscosecha, Sdnchez-Gonzélez et al. (2011) han informado
que el recubrimiento comestible podria afectar las vias metabdlicas y de envejecimiento de las
frutas, prolongando la vida qtil de la frutilla y reduciendo los efectos de maduracién. Hosseini et
al., (2020) en ensayos de pre y poscosecha informaron que el contenido de SST en la fruta sin
tratar fue del 8,5 % en el momento de la cosecha y aument6 a 10,5 % al final del almacenamiento,
mientras que las frutas tratadas con AE de Rosmarinus officinalis conservaron significativamente
el contenido de SST durante el almacenamiento en comparacion con el control (sin tratar). Segin
estos autores, el aumento puede deberse a la descomposicién de los carbohidratos en azicares

simples y a la degradacién de los polisacaridos en la pared celular de la fruta para la respiracion.
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Ensayos de poscosecha realizados por Abd-Elkader et al., (2021) afirman, ademds, que la
fumigacién con AE redujo el consumo de SST en frutilla en comparacién con el control, debido
a la disminucién de la respiracion como resultado de la reduccién del intercambio de gases.

La firmeza de las frutas es una cualidad visual muy importante en los mercados para
determinar su calidad poscosecha y vida 1til (Shehata et al., 2020). La sensacién de textura se
encuentra explicada s6lo debido a su correlacion con la firmeza (Zeliou et al., 2018). Disminuye
gradualmente durante el almacenamiento y, en coincidencia con Hosseini et al., (2020), en esta
tesis no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, en los
ensayos realizados por estos dltimos autores, a pesar de no tener diferencias significativas, los
frutos tratados con AE mostraron mayor firmeza que los frutos no tratados después del
almacenamiento. En esta tesis s6lo el AE de L. nobilis obtuvo mayores valores al obtenido en el
control con agua. Contrariamente, Mohammadi et al., (2021) observaron una disminucién en la
firmeza tanto de las frutillas control como de las tratadas con un gel de Aloe vera enriquecido con
albahaca durante el almacenamiento. En esta misma linea, ensayos realizados por Abd-Elkader et
al., (2021) hallaron diferencias en la firmeza en comparacién con frutos sin tratar (testigo) y frutos
tratados con moringa al 1%, como la utilizacién de vapor con los AE mixtos de E. camaldulensis
var. obtusay M. piperita (1/1 V/V), resultando en mayores valores de firmeza que otros
tratamientos. Los vapores de AE podrian estar asociados con la formacién de la capa superficial
en la fruta que modifica la permeacién de gases y disminuye la tasa de respiracién, y en
consiguiente, el proceso de deshidratacion en la fruta (Galus et al., 2021).

Durante la maduracién de los frutos ocurren una serie de procesos bioquimicos y
fisiolégicos, que inducen a cambios en el color. Esto se debe a la acumulacién de pigmentos como
también a la variacion en el contenido azicar/acido organico (Zeliou et al., 2018). El color de la
fruta es un indicador importante que afecta la compra de los consumidores (Huamani, 2020). En
esta tesis no se encontraron diferencias en lo que respecta a luminosidad y croma, pero si en lo
que respecta al dngulo de tono entre el par de tratamientos A-B-F y C, es decir, entre el Extracto
acetonico de P. acuminata- AE de L. nobilis- control con agua y el AE de M. citrina
respectivamente. Sin embargo, los valores de luminosidad y croma se encuentran entre los
hallados por Amoriello et al., (2022). En investigaciones realizadas por Kelly et al., (2021)
tampoco se hallaron diferencias significativas en el color de la superficie entre los cultivares bajo
tratamientos con fungicidas convencionales y menor cantidad de aplicaciones con los mismos
principios activos (reducidos), pero si en cuanto a los métodos de cultivo. Estos tltimos asociaron
las diferencias a los niveles mds altos de antocianinas como ocurrié en lo hallado por Cocco et
al., (2015), quienes afirmaron que los pigmentos pertenecientes al grupo de las antocianinas se

encuentran entre los responsables del color rojo.
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La fruta también contiene antocianinas compuestas por cantidades mds pequefias de
cianidina-3-0-B-glucédsido, pelargonidina-3-O- rutindsido, cianidina-3-O-(6"malonil) glucdsido
y pelargonidina-3-O-(6"malonil) glucosido (Nowicka et al., 2019). Durante el almacenamiento
poscosecha, el contenido total de antocianinas disminuye gradualmente (Huamani, 2020), pero
aumenta cuando se la expone a altas concentraciones de O, (Mohammadi et al., 2021).

Los 4cidos orgdnicos responsables de la acidez de la fruta, también estin involucrados en
la regulacion del pH y la estabilizacién de las antocianinas; por lo tanto, afectan el color (Ali et
al., 2022). Los tratamientos con AE y extractos utilizados en esta tesis, a pesar de obtener valores
promedio mayores que el control con agua, no arrojaron diferencias estadisticas. Spychalski et
al., (2021), al realizar aplicaciones con un derivado amida del benzotiadiazol, encontraron un
aumento en el nivel de antocianinas en las plantas tratadas; sin embargo, no se observé un
aumento significativo en el pardmetro que describe el color rojo. Amoriello et al., (2022)
seflalaron que la variedad Cabrillo mostr6é simultineamente los valores mds altos de antocianinas
totales y la mayor variabilidad para este pardmetro entre los diferentes periodos de cosecha, con
valores médximos en primavera de 48+9, verano 27+16 y otofio 26£8 mg de cianidina 3-O-
glucosido equivalentes/100 g PF. Estos valores son menores a los hallados en esta tesis y podria
deberse a que la estabilidad de las antocianinas se ve afectada por otros factores como el pH,
solventes, luz y enzimas (Ayala-Zavala et al., 2004; Mohammadi et al., 2021).

Gogoi et al. (2001) informaron que el primer paso del mecanismo de defensa de las
plantas implica una rdpida acumulacién de fenoles en el sitio de infeccion, lo que restringe o
retarda el crecimiento del patégeno. Esta propiedad podria verse reducida al final del tiempo de
almacenamiento debido a la senescencia y a la descomposicion. Los valores hallados para fenoles
en la var. Cabrillo coinciden con lo hallado por Amoriello et al., (2022). No se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos. Existen resultados contradictorios en la literatura,
donde la aplicaciéon de compuestos como quitosano puede activar la sintesis de nuevos
compuestos fendlicos (Bautista-Baifios et al., 2005), pero Wang & Gao (2013) hallaron para el
mismo compuesto en distintas concentraciones, un retraso en el aumento de los mismos.

La proteccion de las células de la fruta frente al dafio oxidativo, depende del nivel de
enzimas antioxidantes (Petriccione et al., 2015). Meyers et al. (2003) afirmaron que las frutillas
son ricas en compuestos antioxidantes; esto se deberia a la presencia de altos niveles de
antocianinas como de compuestos fendlicos, cuyas acciones impactan en el desarrollo de la
descomposicion durante el almacenamiento (Shen ef al., 2013). Para su cuantificacién se encontrd
que la prueba ABTS es la que mejor expresa la capacidad antioxidante (Ali et al., 2022). En esta
tesis, los valores de capacidad antioxidante coincidieron con lo encontrado para la variedad
Cabrillo por Amoriello et al., (2022) (no se encontraron diferencias entre los tratamientos),

contrariamente a lo hallado por Abd-Elkader et al., (2021), donde los frutos tratados con AE
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obtuvieron diferencias en 4cido ascérbico con respecto al control. Estos autores atribuyeron este
aumento a las propiedades antioxidantes de los AE, lo cual reduce la difusién de oxigeno,
disminuye la tasa de respiracion y, por ende, la reduccion en la oxidacién de dcido ascérbico. Los
aceites esenciales pueden inducir el sistema de defensa de las plantas, aumentando la actividad de
las enzimas relacionadas con la defensa y, al menos, mejorar la capacidad antioxidante (Khumalo
et al.,2017). Hosseini et al., (2020) en estudios similares, hallaron diferencias significativas entre
el tratamiento control y los AE de A. sativum y R. officinalis.

En relacién al desarrollo de la enfermedad producida por B. cinerea, se observé que el
AE de P. graveolans manifest6 igual comportamiento que el control con agua, mientras que el
tratamiento con el extracto acetonico de P. acuminata no fue diferente a ninguno de los controles
(con agua y quimico). Sélo el AE de M. citrina obtuvo resultados comparables al control quimico,
lo que lo hace uno de los fungicidas mds promisorios dentro de los que se evaluaron en esta tesis.
En el ensayo de poscosecha con C. nymphae, el AE de P. graveolans obtuvo un comportamiento
similar a ambos controles. Constantini et al., (2018) observaron en frutillas tratadas con quitosano,
que se comportaban como las frutillas control (agua). A pesar de que en ensayos in vitro se habia
observado inhibicién fingica, no se observé el mismo comportamiento in situ. Las frutillas
control alcanzaron una incidencia del 90% de infecciones, casi el doble que las tratadas con los
compuestos antifingicos, pero la severidad de la enfermedad fue igual en todos los tratamientos
(Constantini et al., 2018). En ensayos in vivo con frutillas que se rociaron tres veces con solucion
de 1,4 ml/L de aceite de arbol de t€ (Melaleuca alternifolia), especie emparentada a M. citrina,
se redujo la incidencia de pudricién natural y retrasaron la pérdida de firmeza durante el
almacenamiento a 20 °C durante 5 dias (Wei et al., 2018). Estos mismos autores sefialan que el
AE de esta especie inhibe los patégenos fingicos al destruir la pared celular, aumentar la
permeabilidad de la membrana y provocar la liberacion de material celular (Li et al., 2017). Este
mismo AE, en dosis crecientes, fue evaluado en la variedad San Andreas donde la aplicacién
redujo el desarrollo de moho gris (64% y 95%,), disminuyendo la fuerza para la penetracién y
provocando un color rojo en la epidermis mds opaca (Alves et al., 2022). En un estudio diferente,
se inform6 que este mismo AE de M. alternifolia, daiio la membrana celular de la pudricién parda
(M. fructicola) en duraznos y ayudé a controlar la enfermedad, mostrando que la aplicacién de
vapor de AE proporcioné efectos similares a la aplicacién de contacto directo (Xu et al., 2021).

Antonioli et al., (2020) desarrollaron y utilizaron nanocdpsulas de dcido polildctico
biodegradable (PLA) que incluian AE de limén en su nticleo, para aplicar contra C. acutatumy C.
gloeosporioides. En este dltimo caso, los AE encapsulados mostraron lesiones de podredumbre
amarga tres veces mds pequefias que los tratados con AE no encapsulados. Hosseini et al., (2020)

investigaron los efectos de los aceites esenciales de Allium sativum 'y R. officinalis contra la
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antracnosis (C. nymphaeae) en frutos, informando que ambos aceites tenian una influencia
significativa en la prevencion de la antracnosis.

En el ensayo de poscosecha realizado con duraznos en esta tesis, se obtuvieron diferencias
entre los tratamientos, donde el AE de P. graveolans a 1000 ppm (TB) arrojé diferencias
significativas respecto a ambos controles. En ensayos realizados para ambos cultivos de igual
interés que en esta tesis, se utilizaron cuatro tratamientos con AE que redujeron el desarrollo de
enfermedades en duraznos inoculados con R. stolonifer. S6lo Mentha piperita mostrd, después de
48 y 72 h de almacenamiento, un efecto continuo y significativo reduciendo la incidencia de la
enfermedad en un 20% (Yan et al., 2021). En ensayos con Rosa grandiflora se obtuvieron, a
través de la aplicacion del AE de P. graveolans, comportamientos similares al control quimico
(Stegmayer et al., 2022a) para combatir la incidencia y severidad del moho gris en estas flores de
corte.

Existen muchos ensayos donde se cuantifican las propiedades y las caracteristicas
organolépticas de los frutos luego de la aplicacién de AE y extractos (Abd-Elkader et al., 2021;
Kahramanoglu et al., 2022; Kelly et al., 2021; Di Liberto et al., 2021). En general, las
publicaciones destacan que los efectos de los AE y extractos vegetales disminuyen la gravedad
de las lesiones, y en el caso de Di Liberto et al., (2021), se observo retraso en la aparicién de la
enfermedad durante el almacenamiento como lo reportado por Kelly ef al., (2021) y El-fawy et
al. (2020). Los resultados obtenidos en diferentes laboratorios son dificilmente comparables para
las evaluaciones in vivo o poscosecha, debido a los diferentes factores que influyen en el resultado
final (El Khetabi ef al., 2022). A su vez, los ensayos de fitopatologia presentan cierto grado de
dificultad debido a la manipulacién de un ser vivo que va experimentando cambios a medida que
pasa el tiempo; tanto los microorganismos como las plantas, son organismos vivos que interactian

con el ambiente y modifican sus comportamientos (Gally et al., 2016).

Conclusion

En el ensayo a campo con frutillas var. Cabrillo se encontraron diferencias significativas
en el ndmero de frutos para el tratamiento con extracto aceténico de P. acuminata respecto a
Carbendazim-AE de M. citrina; acidez en ambos controles y color (dngulo) donde el AE de M.
citrina se diferenci6 significativamente del control con agua. No hubo diferencias en el resto de
los parametros estudiados. Las razones de las diferencias se hallan en el aumento de temperatura
y las reacciones de crecimiento-defensa que afectan el proceso de maduracién, aumentando la AT
y disminuyendo los SST. La diferencia de color se deberia a reacciones de oxidacién en frutillas
maduras. Los ensayos en poscosecha sefialan que para frutilla (var. San Andreas) el extracto de
P. acuminata y DCM de P. madagascariensis para B. cinerea se comportaron igual al control

quimico. Comportamiento intermedio a ambos controles fue hallado para P. acuminata en los
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ensayos frente a C. nymphae. En durazno (var. Flordaking) ninguno de los tratamientos se
comportd como el control quimico, alcanzando AE de P. graveolans valores intermedios entre
ambos controles. Existe bibliografia que destaca la disminucién de las lesiones y los valores no
son concluyentes debido a la interaccién huésped-patdgeno-ambiente, necesitindose mds estudios
para la elucidacién de la accién antifingica. De todos modos, se puede concluir que los
tratamientos con P. acuminata, P. graveolens y M. citrina, no afectan los parametros de

productividad y de calidad de las frutas, y ejercen una accién fitosanitaria promisoria.

Capitulo VI: Caracterizacion fitoquimica de extractos fijos y aceites esenciales con
la mayor capacidad antifiingica
Introduccién

Uno de los métodos mds efectivos para el manejo de enfermedades en las plantas es el
control quimico mediante fungicidas sintéticos (Han et al., 2020). Para su adaptacién ambiental
y la tolerancia al estrés las plantas producen, a través de su metabolismo secundario, moléculas
variables en su quimica y estructura, como fenoles, flavonoides, alcaloides y terpenos (Ninkuu et
al., 2021; Boncan et al., 2020).

Los terpenos, con més de 80000 estructuras, comprenden la clase de sustancias quimicas
mds abundante y funcionalmente mds diversa presente en los organismos vivos (Zhou y Picherski,
2022; Christianson, 2017). Combinaciones de las unidades precursoras de cinco carbonos
(isopreno) dan lugar a los terpenos, mientras que los terpenoides poseen un resto de oxigeno y
reordenamientos estructurales adicionales (Boncan et al., 2020). Todas las plantas sintetizan una
gran variedad de metabolitos terpenoides que provienen de vias biosintéticas bdsicas; sin
embargo, descubrimientos recientes han revelado variaciones en la sintesis de terpenos
especificos en determinados taxones (Zhou y Picherski, 2022).

Varios factores estresantes abidticos, particularmente cuando las plantas sufren un exceso
severo de energia radiante, activan la biosintesis de flavonoides (un gran grupo de polifenoles)
que actian como amortiguadores de los niveles de especies reactivas de oxigeno y mejorando la
resistencia al estrés (Zeng et al., 2019; Brunetti et al., 2018). Otras funciones que se le atribuyen
a este grupo de moléculas son: proporcionar varios colores a las flores y otras partes de la planta,
y desempeifiar un papel importante en el transporte de auxina para proteger a las plantas contra el

estrés abidtico y bidtico (Khalid et al., 2019). Los flavonoides poseen un esqueleto basico de 15

112



carbonos, C6-C3-C6, con dos anillos bencénicos unidos por un anillo pirano de tres carbonos que
puede estar ciclado o no en el heteroditomo de oxigeno. El niimero y la posicién de los grupos
hidroxi en los anillos, influyen en la capacidad antioxidante (D’ Amelia ef al., 2019). De la misma
manera que los flavonoides, los taninos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza
y su rol tiene que ver también con foto-proteccion contra los rayos UV, radicales libres, defensa
contra otros organismos y condiciones ambientales (Fraga-Corral et al., 2021). Su funcién se
encuentra intimamente relacionada a la estructura quimica de 12 a 16 grupos fendlicos con cinco
a siete anillos aromdticos capaces de unirse a una amplia gama de moléculas y actuar como
captadores de electrones para atrapar iones y radicales (de Hoyos-Martinez et al., 2019; Vuolo et
al., 2019).

Los alcaloides son productos naturales que contienen nitrégeno y derivan de varias rutas
biosintéticas (Gutiérrez-Grijalva et al., 2020). En una planta dada, la concentracién de alcaloides
puede variar ampliamente de una parte a otra, y algunas partes pueden no contener ninguno (Bribi,
2018). Generalmente, la produccién de alcaloides se produce para facilitar la supervivencia de las
plantas en el ecosistema, comportdndose como compuestos alelopéaticos (Jing et al., 2014), para
la proteccion contra los depredadores y esta asociada con la formacidn de semillas.

Ngo et al., (2020) afirman que los productos vegetales son fuentes importantes de
compuestos antifiingicos con baja toxicidad para los mamiferos y el medio ambiente y presentan
escasa bioacumulacion porque se degradan rdpidamente en el suelo. Dichas caracteristicas han
ocasionado que en los ultimos afios la demanda de moléculas bioactivas o nano construcciones
cargadas de agentes bioactivos con estas propiedades, haya aumentado considerablemente
(Vallesi et al., 2020). Estos metabolitos secundarios bioactivos son fuentes importantes para la
bisqueda de antifingicos y brindan oportunidades para la produccién de productos farmacéuticos
(Fonmboh et al., 2020).

En el caso de extractos, se puede proceder al aislamiento de los principios activos
mediante fraccionamiento bio-guiado o utilizarlos de modo estandarizado desde el punto de vista
de su composicién fitoquimica. Los aceites esenciales, por su naturaleza volitil, pueden ser
caracterizados a través de la técnica de CG-EM (Cromatografia de Gases- Espectrometria de
Masas) que a lo largo de los afios ha devenido en una técnica muy robusta para este fin. Esta tesis
no tuvo como objeto el aislamiento de principios activos, pero en este capitulo se presenta una
caracterizacién cualitativa a través de la técnica CCD (Cromatografia en Capa Delgada) y
utilizando diversos reveladores especificos para los tipos de compuestos mencionados arriba.
Ademads, se presenta la caracterizacién quimica mayoritaria de los AE mads activos.

Materiales y Métodos

La caracterizacién de los compuestos quimicos se realizé a través de dos metodologias

que responden a la naturaleza de las muestras. Los extractos fijos H, Ac y M como los DCM
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fueron caracterizados a través de CCD, mientras que los aceites esenciales se realizaron mediante
CG-EM. A continuacion, se detallan las condiciones de cada una de ellas:

Caracterizacion de los extractos fijos a través de Cromatografia en capa delgada
(CCD)

Los extractos fijos que alcanzaron al menos una inhibicién de 100% para alguno de los
fitopatégenos evaluados, se analizaron por CCD empleando cromatoldminas de silica gel tipo 60F
con indicador de fluorescencia en soporte de aluminio, con un espesor de capa de 0,2 mm, de
10x10 cm de dimensiones. Como solventes eluyentes se utilizaron mezclas de hexano y acetato
de etilo (proporciones 8:2, 5:5 y 2:8) con polaridad definida, actuando como eluyentes sobre la
cromatoldmina, permitiendo la particioén diferencial de las moléculas entre el adsorbente y la fase
movil, llevando consigo la separacién. Las cromatolaminas fueron observadas bajo una lampara
de luz UV a 254, 365 nm y luz visible y reveladas con diferentes reactivos de coloracion para la
identificacién de los diferentes grupos de compuestos quimicos (segun reactivo):

Solucion de p-anisaldehido [p-anisaldehido:H>SOys: 4cido acético glacial: etanol
5:5:1:90 (v/v)] y posterior calentamiento con pistola de aire caliente. Se detecta la presencia de
terpenos y saponinas triterpénicas, por medio de la aparicién de coloraciones que variaron del
azul al violeta (Wagner et al., 2011).

Reactivo de Dragendorff: se prepard una solucién stock de volimenes iguales de
(1) y (2). (1) 0,85 g de nitrato de bismuto bdsico disuelto en 10 ml de 4cido acético glacial y 40
ml de agua y (2) 8 g de yoduro de potasio disueltos en 30 ml de agua. Se mezclé 1 ml de la
solucién stock con 2 ml de 4cido acético glacial y 10 ml de agua. La placa se rocié vigorosamente
y se realizo la lectura al visible. Se detecta la presencia de alcaloides cuando presenta coloracién
que va desde el naranja al marrén (Wagner et al., 2011).

Cloruro férrico (FeCl3): se utiliz6 para visualizar los fenoles (Ar-OH) y taninos
con solucién acuosa al 10 % y lectura al visible. Segtn la naturaleza quimica del tanino, se
observan coloraciones que varian desde el azul (pirogélicos) hasta el verde (catéquicos) (Wagner
etal., 2011).

Natural Products/Polyethylene glicol (NP/PEG): Solucion metandlica al 1% de
difenilboriloxietilamina y solucién etanélica al 5% de polietilenglicol. Lectura al visible, 254 nm
y 365 nm. Se detecta la presencia de flavonoides cuando estos se muestran en amarillo, verde o
un débil azul en UV-365 (Wagner et al., 2011).

Caracterizacion de los perfiles quimicos de los AE por CG-EM

Los aceites esenciales fueron analizados con un Cromatégrafo gaseoso Agilent modelo
7890B acoplado a un Espectrometro de Masas Agilent modelo 5977, columna: HP-SMS UI (30
m x 0,25 mm con 0,25 um de film). Las condiciones de corrida fueron las siguientes: Inyector

250 °C; temperatura de la columna: 160 °C mantenido por 3 min llevado a 5 °C/min hasta 30 °C;
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tiempo de corrida: 31 min. Espectrémetro de Masas: full SCAN: 50-400, volumen de inyeccidn:
1 pl- Split: 1:20. Para identificar los principales componentes, se compararon los espectros de
masas de los picos mds abundantes con la base de datos que dispone el equipo [Biblioteca de
Espectro de Masas del NIST (The NIST Mass Spectral Search Program for the NIST/EPA/NIH
Mass Spectra Library version 2.0 Build). Los aceites esenciales se caracterizaron de acuerdo a la
presencia de compuestos que representen mas del 1% de su composicién. Los cromatogramas

obtenidos de los 11 aceites esenciales analizados, se encuentran en Anexo III.

Resultados

CCD: Extractos fijos

En tabla 22 se muestran los extractos que resultaron positivos con los diferentes
reveladores. Los registros de las CCD se encuentran en anexo III. A continuacién, se describen
los resultados con cada revelador y la fase movil utilizada (proporcién hexano y acetato de etilo)
en la que fueron detectados:

Utilizando reactivo de p-anisaldehido como revelador

La reaccion result6 positiva para: Ac de A. inulaefolium hj (5:5), Ac de F. officinalis (8:2),
H de R. rugosum fl (5:5), H de S. americanus fl (5:5), H de S. californicus rz (5:5), H de P.
acuminata (5:5) y H de P. neochilus (5:5).

Utilizando reactivo de Dragendorff como revelador

La reaccidn resulto positiva para: Ac de A. inulaefolium hj (8:2), H de P. acuminata (8:2),
DCM de P. madagascariensis (8:2, 5:5, 2:8), H de P. madagascariensis (2:8), DCM de P.
neochilus (2:8), H de P. neochilus (5:5).

Utilizando FeCls;como revelador

La reaccidn resulté positiva para: Ac de A. inulaefolium hj (5:5), Hde R. rugosum £l (5:5;
2:8),Hde S. californicus rz (5:5; 2:8), H de P. acuminata (5:5; 2:8), DCM de P. madagascariensis
(2:8), H de P. madagascariensis (2:8), H de P. neochilus (5:5; 2:8).

Utilizando reactivo NP/PEG como revelador

La reaccidn result6 positiva para: MeOH de R. rugosum fl (2:8), H de S. americanus fl

(2:8), Hde S. californicus rz (8:2,5:5; 2:8), Ac de F. officinalis (2:8) y H de P. neochilus (2:8).

Tabla 22. Extractos que fueron revelados con p-Anisaldehido (terpenos y saponinas triterpénicas),
Dragendorff (alcaloides), FeCls (taninos y fenoles) y NP-PEG (flavonoides) con eluyentes hexano y
acetato de etilo en proporciones (8:2, 5:5 y 2:8).

Reveladores
p- Anisaldehido  Dragendorff  FeCls NP/PEG

Tipo de compuesto que revelan
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Terpenos y
Extracto saponinas Alcaloides  Taninos Flavonoides
triterpénicas

MeOH de A. majus - - -
Ac de A. inulaefolium hj + + + -
MeOH de A. inulaefolium hj - - - -
MeOH de B. salicifolia - - - -
MeOH de E. plantagineum pa - - - -
Ac de E. plantagineum fl - - - -
MeOH de R. rugosum pa - - - -

H de R. rugosum fl + - + -
MeOH de R. rugosum fl - - - +
H de S. americanus 1 + - -

MeOH de S. americanus fl - - - -
H de S. californicus rz + - + +

Ac de S. californicus rz - - - _
Ac de F. officinalis + - - +
H de P. acuminata

DCM de P. madagascariensis
H de P. madagascariensis
DCM de P. neochilus

H de P. neochilus +

+ + + o+ 4+
1

CG-EM: Aceites esenciales

En lo que refiere al andlisis de los cromatogramas (que se encuentran en Anexo III)
obtenidos mediante CG-EM, se pudo determinar que:

AE Pg: el aceite de geranio se caracterizé por la presencia de geraniol (24,89%), citronelol
(19,5%), p-linalol (10,92%), y-eudesmol (8,93%), formiato de citronelilo (6,30%), isomentona
(3,73%), tiglato de geranilo (3,3%), D-germacreno (2,55%) y formiato de geranilo (2,14%),
representando el 82,26% del total de la composicién del aceite esencial.

AE Mc: se detect6 la presencia de cineol (46,58%), a-pineno (23,79%), a-terpinol
(6,38%), L-pinocarveol (4,47%), 3-dodecil-2,5-furandiona (3,7%), 6-isopropenil-3-metoxi-3-
metilciclohexeno (1,22%) y pinocarvona (1,12%); que en total representaron el 87,26%.

AE ML: el contenido de cineol (72,71%), a-terpinol (7,89%), a-pineno (5,01%), terpinen-
4-ol (2,8%), [-pineno (4,81%) representaron el 93,22% del total de la composicién del aceite
esencial.

AE Ml.var.l: el aceite esencial de M. linearis var. linearis se caracterizé por la presencia
de cineol (66,26%), a-terpinol (13,17%), a-pineno (3,94%), B-pineno (3,94%), y %), terpinen-4-
ol (2,85%), que representaron el 93,16% del total de la composicion de este aceite esencial.

AE La: el aceite esencial de salvia morada se caracterizé por la presencia de fS-linalol

(26,72%), trans-dihidrocarvona (16,29%), cineol (9,28%), dihidrocarvona (6,19%), a-citral
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(4,58%), p-citral (3,51%), cariofileno (2,41%) y 6xido de cariofileno (2,19%). Los compuestos
que se hallaron en el rango de 1% al 2% fueron sabineno (1,2%) y 1-octen-3-ol (1,14%). Todos
los compuestos contabilizaron el 74,05%.

AE Lt: el contenido de (-)-carvona (58,23%), D-limoneno (27,72%), cariofileno (2,48%),
cis carvil acetato (2,25%), ester cis-lachnophyllum (1,9%), metil eugenol (1,66%), a-terpinol
(1,64%), cis-carveol (1,61%), representaron el 97,49% del total de la composicién de este aceite
esencial.

AE Bs: se detect6 la presencia de shyobunona (33,55%), isoshyobunona (10,48%), D-
limoneno (8,07%), a-cadinol (4,82%), isocalamendiol (4,28%), 6-epi-shyobunol (3,59%),
hidroxiéter widdrol (3,38%), {-muurolol (2,86%), d-cadineno (2,08%), germacreno D-4-ol
(1,64%), acetato de bornilo (1,56%), cariofileno (1,4%), espatulenol (1,29%); que en total
representaron el 79%.

AE Bf: el aceite de B. frenguellii se caracterizé por la presencia de espatulenol (14,93%),
E-nerolidol (13,7%), viridiflorol (6,91 %), f-pineno (5,88%), y-gurjunenepoxido (5,59%), elixeno
(4%), D-limoneno (3,99%), a-cadinol (2,58%), epdxido Iso aromadendreno (2,51%), cariofileno
(2,46%), o-cadineno (2,31%), t-cadinol (2,13%). Entre los compuestos que presentaron
abundancia entre 1 y 2% se encontré 6xido de Ledeno (II) (1,69%), S-cubebeno (1,55%) e
dihidrocinamato de etilo (1,52%). El total de estos compuestos representaron el 62,98%.

AE Cb.var.ang: se detectd la presencia de f-ocimeno (16,49%), D-germacreno (14,73%),
D-limoneno (10,15%), (E)-f-farnesano (9,31%), ester cis-lachnophyllum (3,8%), elixeno
(3,52%), (-)-espatulenol (2,45%), cariofileno (2,37%), f-elemeno (1,76%), 1-naftalenol-4-metoxi
(1,76%), fitol (1,61%), y a-cadinol (1,17%). Todos los compuestos contabilizaron el 69,12%.

AE Cb.var.bon: el contenido de D-limoneno (16,13%), D-germacreno (15,69%), (E)-f-
farneseno (12,07%), ester cis-lachnophyllum (10,44%), elixeno (6,38%), f-ocimeno (6,13%)
cariofileno (5,56%), fitol (1,38%), a-cadinol (1,11%), B-pineno (1,87%), d-cadineno (1,48%), E-
nerolidol (1,46%), f-cubebeno (1,11%) representaron el 73,52% del total de la composicién de
este aceite esencial.

AE Cs: el aceite esencial de C. sumatrensis se caracterizo por la presencia de D-limoneno
(29,95%), D-germacreno (9,08%), B-ocimeno (7,7%), (E)-f-farneseno (7,03%), (-)-f-pineno
(5,25%), cariofileno (4,38%), (-)-espatulenol (3,45%), y-elemeno (3,27%), ester cis-
lachnophyllum (2,79%), E-nerolidol (2,69%), 6xido de cariofileno (1,7%), a-farneseno (1,24%),
y a-cadinol (1,12%). La suma de estos componentes contabilizé el 79,65%.

AE Da: el contenido de (+)-4-careno (48,73%), timol (13,99%), terpinoleno (11,13%),
carvacrol (8,68%), f-cimeno (6,61%), representaron el 89,14 % del total de la composicion de este

aceite esencial.
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AE Ln: el aceite esencial de laurel se caracterizé por la presencia de cineol (29,77%),
acetato de a-terpinol (15,17%), metil eugenol (13,22%), f-linalool (11,33%), a-terpineol (6,48%),
(-)-terpinen-4-ol (4,44%), f-felandreno (3,21%), eugenol (2,24%), f-pineno (1,36%), espatuleno
(1,05%) y a-pineno (1,01%), que representaron el 89,28% del total de la composicién de este
aceite esencial.

Discusion

La formacién de metabolitos secundarios es el resultado de la evolucién de millones de
afos de interaccién de la planta con los patégenos, cuya produccién es costosa para su crecimiento
y reproduccion (Zaynab et al., 2018). Por ello, existe una mayor concentracion en situaciones de
estrés, explicado por el desarrollo de una defensa inducida (Harvell y Tollrian, 1999). Los
extractos fijos evaluados en esta tesis y que lograron al menos una inhibicién del 100% para
alguno de los hongos del panel, presentaron las siguientes proporciones en referencia a los grupos
de compuestos analizados: el 26,3% resultaron positivos al revelado de flavonoides, el 36,8% al
de terpenos y/o saponinas triterpénicas, el 31,5% al de alcaloides y el 15% al de
taninos/polifenoles. Muchos extractos no arrojaron reacciones positivas frente a los distintos
reveladores, en un futuro se deberdn utilizar reveladores especificos en especies emparentadas
para develar su naturaleza. Herndndez et al., (2009) planteé serias discrepancias sobre la
relevancia de los flavonoides como antioxidante, ya que los radicales flavonoides no se han
detectado en la gran mayoria de las investigaciones (Zeng et al., 2019). Estudios actuales
muestran que la aparicién de productos de oxidacion de flavonoides puede ser transitoria y que
depende, en gran medida, de la gravedad del estrés (Agati et al., 2021). Ademads, el contenido de
taninos en la naturaleza, que también poseen capacidad antioxidante, depende de varios aspectos
como la parte de la planta, la especie considerada, la estacion del afio y condiciones ambiental (de
Hoyos-Martinez et al., 2019).

El Ac de A. inulaefolium hj fue positivo en CCD para terpenos y saponinas triterpénicas,
alcaloides y taninos mientras que la extraccién metandlica arrojé resultados negativos para estos
grupos de compuestos. Estos hallazgos coinciden con lo hallado por Mosquera et al., (1985),
Triana et al., (1995) y Lancelle et al., (2009) donde se aislaron flavonoides y norlabdanos; y este
ultimo autor demostré la capacidad insecticida atribuyéndola al monoterpeno limoneno.

Por su parte, el H de R. rugosum fl resultd positivo para terpenos y saponinas triterpénicas
y también para taninos; mientras que el MeOH de R. rugosum fl, lo fue para flavonoides. La
caracterizacién del AE obtenido de las flores de esta especie mostré que estaba formado por
apocarotenoides en un 28,7%, seguido de compuestos de azufre y nitrégeno (16,8%),
sesquiterpenos oxigenados (8,3%) y monoterpenos oxigenados (3,5%) (Hichri et al., 2019). La
actividad microbiana desarrollada en ensayos antifiingicos con AE por Hichri et al., (2019) estaria

dada por la presencia de altos porcentajes de compuestos nitrogenados e isotiocianato. Los
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resultados de esta tesis coinciden, ademads, con trabajos previos del mismo autor donde manifiesta
que la mayor actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa fue exhibida por los extractos crudos
de las flores (Amel et al., 2013). Analisis del AE de la parte aérea de S. americanus demuestran
la presencia de ptolualdehido, alcohol cuminilico, (4-metil-pent-3-etil)-ciclohexeno-1-
carboxaldehido, 3,4-ditertbutilfenol y heptadecano (Modi et al., 1974). En esta tesis se reporta la
presencia de flavonoides en el extracto hexanico de sus flores.

En el extracto H de S. californicus rz se hallaron terpenos, saponinas triterpénicas, taninos
y flavonoides que son coincidente con lo detectado por Barrientos et al., (2014); pero a diferencia
de este autor, no se detectaron cumarinas como lo expresa en la investigacién realizada.

El extracto Ac de F. officinalis presentd los mismos tipos de compuesto que el extracto
anterior, salvo taninos. Diversos autores atribuyen la capacidad antifingica de esta especie, al
efecto sinérgico del 4cido cafeico y del polifenol 4cido rosmarinico (Ivanov et al., 2014;
Stanojevi¢ et al., 2018). Sajjad et al. (2015) reportaron, ademas, alcaloides que no fueron hallados
en nuestros ensayos.

El H de P. acuminata result6 positivo para terpenos, saponinas triterpénicas, alcaloides y
taninos. Reportes previos sefialan la presencia de fenilpropanoides, acetofenonas, chalconas,
cumarinas, flavonoides, sesquiterpenoides, entre otros. En este tltimo grupo se han identificado
drimenol, confertifolina, isopoligodial y poligodial (Derita y Zacchino, 2011a; Derita y Zacchino,
2011b; Derita et al., 2009). Este dltimo compuesto seria el responsable de la actividad antifiingica
exhibida en B. cinerea 'y M. fructicola (Di Liberto et al., 2021).

Los extractos DCM y H de P. madagascariensis resultaron positivos para alcaloides y
taninos. Se hallaron diferencias en el comportamiento de los extractos DCM y H entre P.
madagascariensis 'y P. neochilus. El extracto hexanico resulté positivo para todos los reveladores,
mientras que el DCM solo lo fue para alcaloides. El 4cido rosmarinico es el compuesto principal
en los extractos del género Plectranthus, y la actividad inhibidora de acetilcolinesterasa exhibida
por los mismos estd en correlacién con su contenido (Falé et al., 2011). Sin embargo, esto no
coincide por lo reportado por Ascensio et al., (1998) y Grayer et al., (2003), quienes atribuyeron
su capacidad antiftingica a dos compuestos fendlicos no flavonoides derivados del 4cido caféico.

El AE de P. graveolans se caracterizé por la presencia de monoterpenos oxigenados como
geraniol (24,89%), citronelol (19,5%), p-linalol (10,92%), y-eudesmol (8,93%), entre otros. La
fraccién principal de citronelol (35,2%) y geraniol (28,8%) del aceite, coincide con lo hallado por
otros autores (Bouzenna y Krichen, 2013; Rana et al., 2002; Babu y Kaul, 2005), aunque se
obtuvo con menor rendimiento que lo expresado por ellos. El geraniol present6 actividad sinérgica
cuando se combiné con cloranfenicol, norfloxacina y tetraciclina contra K. pneumoniae, P.

mirabilis, P. aeruginosa y S. aureus (Lira et al., 2020). El citronelol, que sélo se diferencia del
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geraniol por tener un doble enlace en su estructura, también demostré accién antifingica,
inhibiendo la germinacién de conidios y la produccién de micelios (Pereira et al., 2015).

Las tres especies de Melaleuca abordadas en esta tesis presentaron diferentes porcentajes
de 1,8-cineol, como compuesto principal y a-pineno, a-terpinol, (-)-4-terpineol, entre otros. El
contenido de aceites esenciales en las plantas suele verse afectado por el momento y la estacién
de la cosecha, entre otras condiciones (Gad et al., 2015). Autores proponen que este género,
podria utilizarse como base para la identificacién y ser fuentes de 1,8-cineol, metil eugenol y
terpinen-4-ol (Farag et al., 2004; Gad et al., 2015). Al mismo tiempo, estd demostrado que el 1,8-
cineol alivia las respuestas inflamatorias y el estrés oxidativo principalmente a través de la via de
sefializacion del factor nuclear kappa (BNF-jB) y el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2); pero en lo
que respecta a la actividad antimicrobiana del 1,8-cineol en solitario, no es tan efectiva como la
de los aceites esenciales donde estd presente, debido a los efectos sinérgicos de los compuestos
en la mezcla (Cai et al., 2021). Con respecto a terpineol, hay cuatro isémeros: a, B, y-terpineol y
terpinen-4-ol, que se originan a través de una ruta alternativa del limoneno con un 76% de
selectividad (Yuasa et al., 2006). En un estudio realizado con estos compuestos aislados, el
terpinen-4-ol presenté la mayor actividad antifingica y luego, en orden decreciente, el a-
terpineol, el terpinoleno y el 1,8-cineol (Yu er al., 2015). Las diversas proporciones de estos
compuestos en las tres especies explicarian las diferencias en la actividad antifiingica encontradas
en los ensayos in vitro en esta tesis.

El anélisis quimico del aceite de L. alba demostré la presencia de fS-linalol (26,72%),
trans-dihidrocarvona (16,29%) y 1,8-cineol (9,28%), mientras que para el aceite de L. turbinata
sus componentes principales fueron: (-)-carvona (58,23%), D-limoneno (27,72%) y cariofileno
(2,48%). Uno de los principales usos del D-limoneno, disponible a bajo costo en la produccién
de citricos, es la de ser precursor quimico de S-(+)-carvona (Trytrek y Fiedurek, 2002). Un estudio
revel6 que ambos isémeros Opticos de la carvona, aislados del aceite de Mentha spicata y
Anethum sowa, eran activos frente a un amplio espectro de bacterias y hongos patdgenos
(Aggarwal et al., 2002). De acuerdo a lo hallado, el AE de L. alba pertenece a la variedad del tipo
santafecina (Blanco et al., 2013). Los resultados de actividad fungicida in vitro para L. alba
confirman lo publicado por diferentes autores en cuanto a la variedad de microorganismos que
son inactivados por este producto botanico Rao et al., (2000), Shukla et al., (2009), de Oliveira et
al., (2006) y De Oliviera Arruda et al., (2019). La actividad antiftingica frente a patégenos de
fruta se reporta por primera vez en esta tesis para L. turbinata (Stegmayer et al., 2021).

En el aceite esencial de B. salicifolia se detectd6 la presencia de shiobunona,
isoshiobunona, D-limoneno; mientras que en el de B. freguellii se observéd la presencia de
espatulenol, E-nerolidol, viridiflorol, f-pineno y D-limoneno, entre otros. Esta composicion

coincide con la hallada en la bibliograffa, donde se sefialan como metabolitos secundarios
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comunes los derivados de clerodano y labdano, junto con otras moléculas bioactivas como
flavonoides y sesquiterpenos (Carrizo et al., 2009; Malizia et al., 2005; Martinez et al., 2005).
Sin embargo, los diversos autores caracterizan los AE, pero no afirman cuales serian los
compuestos de la mezcla que exhibirian la actividad antifingica. Peres de Carvalho et al., (2016)
mostraron que los sesquiterpenoides serian los que poseen selectividad contra especies flingicas
y contra lineas celulares de cancer.

El género Conyza, es muy rico en terpenoides como clerodanos, sesquiterpenos y
diterpenos como lo hallado en los tres AE del género evaluados en esta tesis (Mata et al., 1997,
Zdero et al., 1990; Bohlmann y Wegner, 1982). En AE Cb.var.ang la composicién de los
sesquiterpenos alcanzé el 72,3%, en AE Cb.var.bon el 74,89% y en AE Cs el 80,95%, valores
mayores a los reportados por Thabit et al., (2014). Di Liberto (2021), en ensayos bioautograficos
con patrones puros, comprobd que en el extracto aceténico de C. bonariensis var. bonariensis, el
D-limoneno serfa uno de los compuestos responsables de la actividad antifingica, lo que
explicaria la diversa respuesta de bioactividades contra el panel de hongos evaluados de esta tesis.

La composicidén hallada en el AE de D. ambrosoides difiere de lo encontrado por diversos
autores que sefialan que su principal componente medicinal es el monoterpeno ascaridol (Alonso
y Demachellier, 2005; Torres et al., 2008). Se sabe que la proporcién en la planta puede variar
segun su origen geografico (Bera et al., 1991; Bourgeois et al., 1989). En este sentido, nuestro
AE no coincidiria con la clasificacion realizada por Chu et al., (2011) que sitia segtn la regién
aquellas con mayor contenido en ascaridol. Sefialan, ademds, que este compuesto es un
componente principal en el aceite esencial de D. ambrosioides var anthelminticum, mientras que
el aceite de D. ambrosioides var. ambrosioides tiene un bajo contenido de ascaridol. En ensayos
bioautograficos hallaron que un aceite con la siguiente composicidn: a-terpineno (0,4%), p -
cimeno (1,0%), (Z)-ascaridol (95,6%) y (E)-ascaridol (3,0%) a la concentracion de 0,1% inhibi6
completamente el crecimiento de Aspergillus flavus, A. glaucus, A. ochraceous, A. niger,
Fusarium semitectum, F. oxysporum, C. gloeosporioides y C. musae (Jardim et al., 2010).

El aceite esencial de laurel (AE Ln) se caracterizé por la presencia de 1,8-cineol, acetato
de a-terpinol, metileugenol y S-linalool entre otros compuestos. Esto coincide con diversos
autores que caracterizaron dicho aceite (Hurrel et al., 2008; Simi¢ et al., 2004; Baratta et al.,
1998). Estudios realizados en Candida sp. atribuyen al metileugenol y eugenol la accién
antiftingica, afirmando que el primero de ellos seria un agente sinérgico potenciador y prometedor

(Peixoto et al., 2017).

Conclusion
Los metabolitos secundarios son el resultado de millones de afios de evolucidn entre las

plantas y el entorno. Se hallaron alcaloides, flavonoides, terpenos, saponinas terpénicas y taninos
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en el 25% de los que extractos que inhibieron totalmente al menos a un patégeno del panel
estudiado. La caracterizacion de los AE arrojé los porcentajes de los distintos compuestos que
produjeron inhibiciones, entre los que se destaca el D-limoneno, 1,8-cineol, isémeros de terpineol
y geraniol como los principales agentes antifingicos. Se hallaron variaciones respecto a la
bibliografia en referencia a los porcentajes de los principales componentes de los AE cuyas causas
subyacen en el origen, es decir, el ambiente, la colecta, el organismo vivo (estado fenoldgico) y

las interacciones entre los factores anteriormente mencionados.

DISCUSION GENERAL

Las frutas poseen caracteristicas que las hacen susceptibles al deterioro poscosecha
causada a nivel mundial por hongos (Almeida et al., 2019; Belay et al., 2019; Singh y Sharma,
2018). En paises en vias de desarrollo como Argentina, la pérdida excede el 50% y para su
reduccion se aplican principalmente fungicidas (Eckert y Ogawa, 1985; Priyadarshi et al., 2020;
Tripathi y Dubey, 2004). El riesgo toxicolégico asociado a los fungicidas de sintesis quimica,
residuos en los alimentos, tendencias del consumo y las nuevas legislaciones, limitan y, en
algunos casos, se prohibe su uso (Lastochkina et al., 2019; Mac Loughlin et al., 2017; Wisniewski
et al., 2016).

La frutilla es un producto de corta vida poscosecha, pero con un creciente mercado en los
paises desarrollados del hemisferio norte, ocupando nichos de muy buen poder adquisitivo
(Pagani, 2011). Lo hallado en esta tesis muestra que la produccién mundial se encuentra en
aumento y que la produccién nacional no posee incidencia sobre la primera, con un total aportado
minimo; pero la posibilidad de producir en contra estacion es una capacidad comparativa de ser
aprovechada. El durazno es uno de los principales frutales industrializables por su caracteristica
de sabor, aroma y apetecibilidad con una vida poscosecha de 5 a 7 dias (Africano et al., 2016;
Franco, 2013; Pan et al., 2014). Lo hallado en esta investigacién muestra que la mayoria de los
varietales ingresados al MCBA se encuentran sin especificar, pero a nivel internacional nuestro
pais es uno de los principales productores. Estadisticas actuales de ambos cultivos indican que la
provincia de Santa Fe posee condiciones para su produccion, y son la razén de las economias
regionales que en ella se desarrollan.

Los hongos se encuentran en diversas condiciones ambientales y su identificacién es
necesaria para informar y predecir la evolucién de los mismos (Alsohaili y Bani-Hasan, 2018

Raja et al., 2017; Sudhakar et al., 2013; Blackwell 2011; Schmitt y Barker, 2009). Se obtuvieron
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cepas monospdricas a partir de frutas enfermas que se identificaron y posteriormente se
depositaron en ceparios. La identificacion molecular de B. cinerea, M. fructicola, F. hainanense,
R. stolonifer y C. nymphae fue coincidente con la morfolédgica, y en el caso de Colletotrichum
provey6 la identificaciéon dentro del complejo. La biisqueda bibliografica arrojé que sélo se
realizan medidas preventivas para el control de R. stolonifer y F. hainanense. El inadecuado uso
de fungicidas con tunico sitio de accidn ocasiond la disminucién de los principios activos
disponibles para el control de los hongos de poscosecha en frutilla y durazno. Para Colletotrichum
sp. existen pocos principios activos para su control, debido a que su ciclo se acelera en primavera
y esto ocasiona que los frutos se cosechen sin tener los LMR por debajo de lo permitido. La
problematica hace de su control un desafio y se agudiza debido a los casos de resistencia, la falta

de medidas preventivas y culturales, estrictas regulaciones de importacion y el cambio climatico.

Las plantas poseen metabolitos que son diversos, funcionales y les sirven para protegerse
a si mismas de patégenos flingicos o condiciones adversas (Dekebo, 2019; Saajena et al., 2019;
Santra & Banerjee, 2020). No se han descubierto completamente todos los compuestos biolégicos
utiles, pero la etnobotidnica como la etnofarmacologia son herramientas efectivas para su
exploracion (El Khetabi et al., 2022; Saajena et al., 2019; Santra & Banerjee, 2020; Matrose et
al., 2021). En esta tesis se realizaron fichas descriptivas de 30 especies de base etnobotédnica y se
obtuvieron 52 extractos, utilizando solventes de distintas polaridades, y 15 aceites esenciales.

Ensayos in vitro mostraron que los patégenos estudiados fueron inhibidos por al menos
un extracto vegetal, donde se demostré la baja sensibilidad de C. nymphae, seguido por B. cinerea
y M. fructicola. Los AE demostraron un mejor desempefio que los extractos fijos y lograron
mayores inhibiciones respecto a los extractos, y mostraron ademds que F. hainanense fue el
patégeno de mads dificil control. En el otro extremo, los patégenos mds susceptibles a los AE,
fueron M. fructicola y R. stolonifer.

En el ensayo a campo con frutillas var. Cabrillo utilizando tres AE y un extracto, se
encontraron diferencias significativas en el niimero de frutos y color (dngulo). Los ensayos en
poscosecha para B. cinerea en frutilla (var. San Andreas) demostraron que dos extractos (P.
acuminata y P. madagascariensis) se comportaron igual al control quimico, pero no ocurrié lo
mismo para el patégeno C. nymphae. En durazno (var. Flordaking) ninguno de los tratamientos
se comportd como el control quimico, siendo el AE de P. graveolens el que mayor eficiencia
fungicida logré. Autores como Constantini et al., (2018), Wei et al., (2018) y Antonioli et
al., (2020) hallaron también una disminucién en el tamafio de las lesiones con la aplicacién de
AE y extractos.

Los productos naturales brindan oportunidades para la produccién de productos

farmacéuticos y agroquimicos (Fonmboh et al., 2020). Se procedié a la caracterizacion
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fitoquimica de los extractos por CCD y de los AE por CG-EM. Se hallaron alcaloides,
flavonoides, terpenos, saponinas terpénicas y taninos en el 25% de los que extractos que
inhibieron totalmente al menos a un patégeno del panel estudiado. La caracterizacion de los AE
arroj6 los porcentajes de los distintos compuestos que produjeron inhibiciones, donde se hallaron
variaciones respecto a la bibliografia. Segun los resultados hallados en este trabajo, se logrd
demostrar la hipétesis de que los productos naturales poseen una accion fitosanitaria promisoria

con posibilidad de aislamiento y elucidacién de nuevas moléculas antiftingicas.

ANEXO I Especies vegetales
1. Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants. (Amarantaceae)

Nombres vulgares: American wormseed, Jerusalem-tea, Mexican-tea, Spanish,
wormseed, Mintina, nitna, ambroisie du Mexique, mexikanischer Tee, wohlriechender Génsefuf,
Wurmsamen, erva-de-Santa-Maria, ambrdsia, ambrésia-do-México, anserina-vermifuga, ereva-
mata-pulga, erva-das-lombrigas, erva-de-bicho, erva-formigueira, mastrugco, menstrugo, apazote,
apozote, epazote, hierba hormiguera, pazote, paico, citronmalla, naemsaemyeongaju (USDA,
2019).

Hierba perenne, aromatica, originaria de América, naturalizada en las regiones templadas
de casi todo el mundo (Figura 1) (Giusti, 1997). Habita en todo el territorio nacional desde Rio
negro hacia el norte. Frecuente en suelos modificados, fértiles y humedos (Alonso y
Demachellier, 2005). Es una especie anual, de emergencia primaveral temprana, vegetacion
primaveral y estival y fructifica en periodo estival (RIAN, 2019). Dentro de sus usos se realiza la
decoccioén de la raiz y de los frutos en tomas que facilita la expulsién de parésitos intestinales
(Kliks, 1985). Con las hojas y frutos se preparan infusiones o cocimientos con fines digestivos,
antihelminticos, estimulantes y sudorificos (Eyssartier et al., 2009; Navone et al., 2004). En la
zona del noroeste se utiliza para tratar el “empacho” y los parasitos en los nifios, haciendo beber
una infusién caliente tomada durante las comidas (o incorporada a la mamadera) durante tres dias
(Campos-Navarro y Scarpa, 2013). En otras regiones de América del Sur también se emplea el
paico con fines medicinales (Alonso y Demachellier, 2005). En diferentes partes de la planta se
reportaron los siguientes compuestos: saponinas (planta entera), 4cido tartdrico y acido succinico
(partes aéreas), acido citrico, acido salicilico, quercetina, kaempferol rhamnésido, anetol y
santonina (frutos), heterdsidos triterpénicos, ambrdsido, betaina, chenopodiésidos (Ahmed, 2000;

Bandoni et al., 1976).El aceite esencial extraido de las hojas e inflorescencias contiene hasta un
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0,35% mientras que en los frutos la concentracién oscila entre 0,6 y 3% en su principal
componente medicinal: el monoterpeno ascaridol (Alonso y Demachellier, 2005; Torres et al.,
2008). La proporcioén en la planta puede variar segin su origen geografico. También presenta:
mirceno, felandreno, a-terpineno, a-terpineol, p-cimeno, limoneno, alcanfor, aritasona, safrol, o-
3-careno, N-docosano, N-entriacontano, N-heptacosano, N-octacosano, a y f-pineno,
methadieno, metilsalicilato y J -terpineol. En general, todos estos monoterpenos estin asociados
a pequefias cantidades de alcanos ya sea de salicilato de metilo o de dcido butirico (Bera et al.,
1991; Bourgeois et al., 1989). Diferentes ensayos evidenciaron que los extractos totales de paico
poseen accidén antimicrobiana frente a P. aeruginosa y S. aureus (Ross et al., 1980). El extracto
acetonico de paico demostrd in vitro actividad inhibitoria frente a un tipo de cepa resistente de
Mycobacterium tuberculosis, en una concentracion de 0,1 mg/ml (Lall y Meyer, 1989). Un ensayo
in vitro con el aceite esencial también demostré actividad fungitéxica frente a Trichophyton
rubrum y Microsporum gypseum y otros dermatofitos de importancia (Prasad et

al., 2010; Kishore et al., 1996). Ensayos realizados por Jardim et al., (2008) demostraron una
inhibicién de Aspergillus flavus, A. glaucus, A. niger, A. ochraceous, Colletotrichum
gloesporioides, C. musae, Fusarium oxysporum y F. semitectum, patégenos de cultivo y de
poscosecha (Jardim et al., 2008). Por otra parte, un ensayo realizado con el aceite esencial en fase
vapor inhibi6 un 100% la reproduccién de Phyllosticta citricarpae en frutas citricas que
presentaban lesiones por dicho patégeno y por otros hongos contaminantes comunes de la fruta

tales como C. gloeosporioides y Fusarium sp. (Faggiani y Guimaraens, 2016).

C

Figura 1.Dysphania ambrosioides. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C. Detalle de las hojas. Escala
A.10cm.B. 1cm. C. 1cm

2. Ammi majus L. (Apiaceae)
Nombre vulgar: Falsa viznaga, Apio cimarrén, bishop's-weed, Bullwort, false bishop's-
weed, greater ammi, laceflower, lady's-lace, khillah, ammi élevé, Bischofskraut, grof3e
Knorpelmohre, grofes Ammei, rizzomolo, visnaga maggiore, amio-maior, bisnaguinha-do-

campo, cicuta-negra, ameo bastardo, ameo mayor, slojsilja (USDA, 2019).
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Hierba anual, originaria de la region mediterrdnea del viejo mundo, difundida como
malezas en muchas otras partes; en la Mesopotamia argentina, llega mas al norte que A. viznaga,
pero es menos comun (Burkart y Bacigalupo, 2005). Anual, de emergencia otofial, vegetacién
invernal y primaveral y floracién primaveral tardia y estival (Figura 2) (RIAN, 2019). Su uso
tradicional abarca el tratamiento de vitiligo, lepra, infecciones del tracto urinario, tlceras en boca
entre otras (Al-Hadhrami et al., 2016; Al-Snafi, 2013, Magdum y Kumar, 2013; Elgamal ef al.,
1993).

La familia a la cual pertenece se destaca por ser una de las fuentes principales de
cumarinas al igual que las familias Umbelliferae, Rutaceae, Fabaceae y Compositae (Sardari et
al., 2000). Los constituyentes principales de A. majus son las furanocumarinas, que incluyen la
xantotoxina (metoxsaleno, 8-methoxypsoralen, ammoidin, hasta 1,15%), imperatorina
(ammidina, hasta 0,75%) y bergapten (heraclin, majudin, 5-methoxypsoralen, hasta 1,88%),
marmesina 0,25%, isoimperatorina 0,01%, heraclenina 0,07% y isopimpinelina 0,01% (Al-Snafi,
2013). Estos componentes pueden variar segin el estado de pldntulas con frutos verdes
inmaduros, los de mayor proporcién de xantotoxina (Pande et al., 2002).

Se ha demostrado que las furanocumarinas son activadas con la luz solar y presentan
capacidad bactericida, funguicida, insecticida, molusquicida, anticoagulante, antiparasitario,
anticancerigeno, fotodindmico, antialérgicas y viricida (Al-Snafi, 2013). Al-Hadhrami et al.,
(2016) evaluaron distintas concentraciones de diferentes tipos de extractos contra S. aureus, E.
coli, Haemophilus influenzae y Proteus spp resultando en una inhibicién y en una evaluacion
citotoxica con resultados promisorios. Se probd el extracto metandlico contra F. oxysporum, F.
verticillioides, Penicillium expansum, P. brevicompactum, A. flavus y A. fumigatus, siendo

significativa su inhibicién con una MICsy (Clos) mayor a 2 mg mL ' (Zabka et al., 2011).

C

Figura 2. Ammi majus. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C. Frutos inmaduros. Escala A. 10 cm.
B.1cm.C.1cm

3. Austroeupatorium inulifolium (Kunth) R.M. King & H. Rob. (Asteraceae)
Nombre vulgar: Chilca de olor, L'uashiték-olé. Especie nativa del sur de América del sur.
Se distribuye en la Argentina, en suelos arenosos y en campos himedos siendo invasora de

campos de cultivo abandonados. Es una hierba perenne de 1-2 m de alto que presenta una
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floracién primavero-estivo-otofial con un maximo en los meses de enero y febrero (Figura 3)
(Cabrera et al., 2013). Las hojas son usadas como estimulante cardiaco, laxativos y
anticoagulantes (Gupta et al., 2002). La decoccion de cogollos o de la planta entera se usa para
regularizar la menstruacioén y como abortivo (Martinez-Crovetto, 1981). A. inulifolium es una de
las diez plantas mds utilizadas en medicina empirica en las zonas rurales de los Andes
colombianos (Grande-Tovar et al., 2016). Zardini (1984) y Amat (1983) incluyen A. inulifolium
entre las compuestas con propiedades medicinales, aconsejando la necesidad de encarar estudios
sobre esta familia debido a la cantidad y diversidad de productos naturales que poseen.
Mosquera et al., (1985), Triana et al., (1995) y Lancelle et al., (2009) aislaron los
componentes hallando flavonoides y norlabdanos entre los que se encuentran austroeupatol,
lupeol, B-amirina, oxido de cariofileno y B-sitosterol. Ensayos realizados confirman que el aceite
esencial y los extractos obtenidos de esta especie han mostrado actividades bioldgicas, entre ellas
antiinflamatorias, insecticidas, antibacterianas contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosay B. subtilis
(Alvarez et al., 2005; Sanabria-Galindo et al., 1998; Gorzalczany et al., 1996). En ensayos
antifingicos se inhibi6 hasta un 70% el crecimiento de P. brevicompactum y F. oxysporum

utilizando el aceite esencial de A. inulaefolium (Grande-Tovar et al., 2016).

Figura 3. Austroeupatorium inulifolium. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C. Frutos en diferentes
estados de maduracion. Escala A. 10 cm. B. 1 cm. C. 1 cm

4. Baccharis frenguelli Cabrera. (Asteraceae).

Son arbustos, llamados vulgarmente chilca, de 0,5-1,5 m de alto, ramosos que se
distribuyen en forma endémica en el nordeste de la Argentina, Chaco, Corrientes, Santa Fe hasta
Entre Rios en suelos arenosos (Figura 4) (Cabrera et al., 2000). Se desconocen los usos de esta
especie; sin embargo, el género Baccharis conocido como carquejas, de utilizan en infusiones de
tallos y brotes como ténicos, digestivos, hepdticos, diuréticos, antidiarreicos, febrifugos y
cardioténicos; el cocimiento en lavajes se aplica en casos de reuma, llagas venéreas,
antihelmintico, antiinflamatorio, agente estomacal, heridas y quemaduras (Martinez et al., 2005;

Labhitte ef al., 1998).
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Los aceites esenciales del género Baccharis se han estudiado en varias especies de
América del Sur, aunque el componente principal puede variar, la fraccidn sesquiterpénica suele
ser la dominante. Una revisién del género Baccharis sp. realizada por Martinez et al., (2005)
expresa que el tipo mds comin de metabolitos secundarios aislados del género son los derivados
de clerodano, pero también se han aislado los derivados de labdano. Estin presentes los
compuestos acetilénicos tipicos, el 6xido de baccharis, un triterpeno dnico y los derivados de
hidroxiacetofenona, aunque principalmente se han reportado en los ultimos afios. Otros
constituyentes biolégicamente activos que presentan son los flavonoides y sesquiterpenos.
Feresin et al., (2001) encontraron que el extracto hexdnico y diclorometano de B. grisebachii
posee un amplio expectro de accién, evaluandold contra Cryptococcus neoformans, Microsporum
canis, M.  gypseum, Trichophyton = mentagrophytes, T.  rubrum, Epidermophyton
floccosum, Staphylococcus aureus (sensible a la meticilina), S. aureus (resistente a la meticilina)

y E. coli.

Figura 4. Baccharis frenguelli. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C. Detalle de las hojas. Escala
A.10cm.B.1cm.C. 1 cm

5. Baccharis salicifolia (Ruiz y Pav.) Pers. (Asteraceae)

Nombre vulgar: chilca, mule-fat, seep-willow, sticky baccharis, sticky seep-willow,
water-motie, water-wally, "chilca" (mapuche), "chilca amarga", "chilca dulce", "chirca", "jarilla",
sarilla del rio", "junco", "suncho", "vara dulce", "yuno" (USDA, 2019).

Se caracteriza por ser una especie arbustiva muy polimorfa, ampliamente distribuida en
la Argentina, donde crece en casi todas las provincias (Figura 5) (Zardini, 1984). Las hojas y los
tallos son ictiotoxicos. Una infusién de las hojas o ramas frondosas se aplica externamente como
un remedio para la inflamacién (Martinez et al., 2005). La decoccion de gajos es utilizada como

planta medicinal antitumoral, antirreumatica y antisifilica (Abad y Bermejo, 2007; Freire et al.,

2007; Heinrich, 1996).

128



Sus hojas poseen aceite esencial cuyos componentes principales son: a-thujeno (2,1%),
a-pineno (4,4%), sabineno (2,9%), B-pineno (5,5%), myrceno (2,2%), a-phellandreno (3,2%),
limoneno (8,1%), (Z)-B-ocimeno (4,6%), terpinen-4-ol (5,9%), d-cadineno (2,3%), elemol
(2,7%), cis-a-copaen-8-ol (2,3%), a-muurolol (5,5%), a-eudesmol (2,7%), chromolaenina (3,1%)
y dihydroisochromolaenina (2,9%) (Carrizo et al., 2009; Malizia et al., 2005).

Ademas, se encontré 6xido de baccharis, un triterpeno encontrado en otras especies de
Baccharis (Dominguez et al., 1972). Carrizo et al., (2009) encontraron actividad antibacterial de
su aceite esencial contra bacterias gram positivas y gram negativas con MICs entre 0,47-0,94
(ug/ml). Avila-Sosa er al., (2011) utilizaron extractos cloroformicos contra Colletotrichum
gloeosporioides inhibiendo a dicho patégeno en un 88% con un efecto fungistitico (Avila-Sosa

etal., 2011).

A

Figura 5. Baccharis salicifolia. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C. hojas. Escala A. 10 cm. B. 1
cm. C. 1 cm

6. Conyza bonariensis var. angustifolia (Cabrera) Cabrera. (Asteraceae)

Nombre vulgar: conyza

Se distingue de la variedad tipo por presentar las hojas inferiores y superiores lineares,
crece en América del Sur y en la Argentina habita en diversos ambientes hasta los 3000 m.s.n.m,
(Cabrera et al., 2000). Es Anual, con emergencia otofial hasta primaveral, vegetacién invierno-
primaveral y floracién primaveral hasta otonal (Figura 6) (RIAN, 2019).

La biisqueda realizada en relacién a los usos medicinales no arroj6 ninguna informacion.
No obstante, el uso de la variedad C. bonariensis var. bonariensis, variedad emparentada, se
menciona en la ficha técnica correspondiente.

En relacién a los componentes de esta variedad, no se encontré informacién sobre su
composicién. Sin embargo, si con respecto al género Conyza, que es muy rico en terpenoides
como los clerodanos, sesquiterpenos y diterpenos (Mata et al., 1997; Zder et al., 1990; Bohlmann
y Wegner, 1982). El extracto de C. bonariensis contiene tres glucésidos, ademds de nueve

compuestos conocidos que incluyen amirina, B-sitosterol, daucosterol, acido jirico, eugenol 4-O-
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glucopyranosido, luteolina y apigenina (Kong e al., 2007). La composicién del aceite estd
dominada por la presencia de sesquiterpenos que representan el 51,14% de la composicion total
(Thabit et al., 2014). Para referencias de actividad microbiana se recomienda la relacion de género

que se encuentra en C. bonariensis var. bonariensis.

A

Figura 6. Conyza bonaeriensis var. angustifolia. A. Vista general de la planta en el campo. B. Inflorescencias.
C. Detalle de inflorescencia y hojas. Créditos fotograficos Dra. Geraldina Richards. Disponible en:
https://www .fca.unl.edu.ar/prodocova/IRUPE/.

C

7. Conyza bonariensis var. bonariensis (L.) Cronquist. (Asteraceae)

Nombre vulgar: conyza, yerba carnicera.

Es una hierba anual con hojas densamente estrigosas en ambas caras, distinguiendosé de
C. sumatrensis. Es nativa de América del Sur, y en Argentina se distribuye hasta los 2000 m.s.n.m.
(Cabrera et al., 2000). Anual, con emergencia otofial hasta primaveral, vegetacién invierno-
primaveral y floracién primaveral hasta otofial (RIAN, 2019). Su raiz en infusién se bebe como
bebida refrescante y en medicina popular se realizan infusiones como digestiva, cicatrizante,
antiséptica, antiulcerosa, antirreumadtica, antidiarreica, antiulcerosa gastrica, pectoral, diurética,
como protector hepético, contra las enfermedades venéreas y en infecciones urinarias, vulnerario,
febrifuga, antihelmintica, insecticida y vermifuga antihemorroidal (Gupta, 1995).

La planta entera presenta dcidos fendlicos (clorogénico, cafeico, neoclorogénico, 3,4-
dicafeoilquinico, 3,5-dicafeilquinico y 4,5-dicafeoilquinico); los flavonoides 7-O-glucésido de
apigenina, 7-O-rutindsido de luteolina, 7-O-glucésido de luteolina, quercetrina, isoquercetina,
pendulina, patuletrina, quercetina-3-glucésido, quercetina-3-O-ramnésido, quercetina-3-O-

galactésido (Fusco ef al., 1997; Martino et al., 1989; Ferraro et al., 1988;). Se hallaron otros
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compuestos incluyendo heterésidos cardioténicos (cardendlidos, bufadiendlidos), cinarina,
crisoeriol, acacetina, esteroles (daucosterol, f-sitosterol), taninos, cumarinas, aceite esencial (rico
en limoneno), antraquinonas, lactonas sesquiterpénicas (damsina, coronopilina, 3-HO-damsina,
ambrosina, cumanina y odoratina), amirina, acido siringico, 4dcido 3-hidroxi-5-metoxibenzoico,
takakin-8-O-glucurénido y eugenol-4-O-glucopiranésido (Kuiate et al., 2005; Kong et al., 2001;
Fusco et al., 1999).

Zahoor et al. (2010) aislaron cuatro nuevos compuestos: dos glicésidos, los erigésidos E
y F, el bencil-B-D-glucopiranosido y el 2-feniletil-B-D-glucopiranédsido.

Las partes aéreas rinden un 0,1 a 0,5% de esencia y segin el origen geografico varia su
contenido de terpenos (Bandoni et al., 2005). Un estudio efectuado con el aceite esencial de un
ejemplar de Mérida (Venezuela), logré identificar 13 compuestos (98,2% del aceite), siendo trans-
ocimeno (20,72%), trans-B-farneseno (37,37%) y B-sesquifelandreno (9,76%) los componentes
mayoritarios (Araujo et al., 2013). Sin embargo, muestras de C. bonariensis recolectadas en
Tinez en distintas estaciones del afio presentaron una gran variacién en la composicion del aceite
esencial (Mabrouk ef al., 2011). En este mismo estudio se identificaron 143 componentes de los
cuales unos 20 serian los de mayor importancia. Las muestras recolectadas en primavera
obtuvieron un alto contenido de éster de matricina (1,2-67,3%), (Z)-nerolidol (0,3-19,9%) y 6xido
de cariofileno (0,8-14,3%); mientras que en verano poseian un aumento ester de matricina (1,6-
76,4%), 6xido de cariofileno (1,6-22,6%) y (E)-B-farneseno (1,1-22,7%). Las muestras
recolectadas en otofio presentaron ester de matricina (trazas a 63,5%), acetato de geranilo (0,0-
25,3%), trans-a-bergamoteno (0,0-24,3%) y limoneno (2,7-15,3%).

El extracto acuoso elaborado con las hojas demostro actividad antibacteriana (Ferndndez
et al., 1996). Los extractos elaborados con las hojas revelaron una fuerte actividad antimicética,
en especial algunos componentes del aceite esencial, frente a A. flavus (Singh et al., 1984; Dubey
et al., 1982). El aceite esencial demostré propiedades antibacterianas y antifingicas frente a P.

aeruginosa, Bacillus cereus, C. albicans y A. niger (Araujo et al., 2013).

C

Figura 7. Conyza bonaeriensis var. bonaerensis. A. Vista general de la planta en el campo. B. Inflorescencias.
C. Detalle de las hojas
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8. Conyza sumatrensis (S.F. Blake) Pruski & G. Sancho. (Asteraceae)

Nombre vulgar: conyza, rama negra, mata negra, vira vira, yerba carnicera, carnicera.

Es una hierba anual que habita tanto en América del Sur como en Europa. En Argentina
llega hasta los 3500 m s.n.m., encontrandose en lugares himedos y terrenos perturbados (Cabrera
et al., 2000). Anual, con emergencia preferentemente invernal tardia, vegetacion primaveral y
estival y floracidn estival hasta otofial, presenta en su ciclo una floraciéon mas tardia que C.
bonariensis (Figura 8) (RIAN, 2019). Se inform6 que posee actividad antihelmintica, diurética,
expectorante, antitusiva y antiinflamatoria. El aceite esencial de algunas especies de Conyza posee
monoterpenos, constituyendo mds del 60% de los aceites esenciales en C. sumatrensis var.
sumatrensis 'y C. sumatrensis var. Floribunda, cuyo compuesto predominante es limoneno
(Mabrouk et al., 2013). Los compuestos acetilénicos son comunes en especies de la familia de las
compuestas. El constituyente principal es el 6xido de cariofileno (1; 20,5%), seguido de
espatulenol (2; 13,8%), limoneno (3; 8,0%), éster de matricina (4; 7,5%), manol (3,3%), 10-
epicubenol (5; 2,7%), B-pineno (2,5%) y (E) -nerolidol (6; 2,4%) (Mabrouk et al., 2013). Kuiate
et al., (2005) investigaron la composicién del aceite esencial de hojas de E. floribundus (HB y
K.) Sch.Bip. (syn. C. sumatrensis) en Camerin, identificando como mayores componentes (E)-
2-lachnophyllum ester (23,7-26,2%), (E)-B-caryophyllene (7; 14,7- 16,6%) y (E)-p-farneseno (8;
14,6-16,4%). En Brasil, Machado et al., (2005) también identificaron el éster de lachnophyllum
(43,7%) y limoneno (22,9%) como los principales componentes.

Mabrouk et al., (2013) obtuvieron el aceite esencial de hojas y evaluaron su capacidad
como antibacteriano en Enterococcus faecalis, S. aureus y Proteus mirabilis con CIMs contra E.
faecalis y E. coli (>500 pg/ml) y como antifiingico en patégenos humanos A. fumigatus y
Microsporum  canis, con valores de inhibicion de 69,0-72,5 y 34,9-52,4%,

respectivamente. Segun dichos autores, la potente actividad del aceite de hoja puede atribuirse a

su alto contenido en sesquiterpenos oxigenados.

Figura 8. Conyza sumatrensis. A. Vista general de la planta en el campo. B. Inflorescencias. C. Detalle de las
hojas

9. Echium plantagineum L. (Borraginaceae)
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Nombre vulgar: Flor morada, blue Echium, Blueweed, Borraja de campo, Borragem
cimarrona, Lady Campbell-weed, Paterson's-curse, purple echium, purple viper's-bugloss, purple-
bugloss, Riverina bluebell, Salvation Jane, viper's-bugloss, bloudissel, pers-echium, vipérine
faux-plantain, wegerichblittriger Natternkopf, sonaja, bla snokort (USDA, 2019; Lahitte et al.,
1998).

Hierba anual a bienal, que posee flores azules, violdceas o rojizas a la madurez y es
adventicia en América. Su emergencia y brotacidn es otofial, con vegetacién invernal y floracién
primaveral, donde crece a orillas de caminos, en campos incultos y es maleza en distintos cultivos
(Figura 9) (RIAN, 2019).

La planta triturada se aplica en fomentos para curar heridas y enfermedades cutdneas
mientras que las hojas y flores, en infusion, son diuréticas, sudorificas, emolientes, astringentes y
emenagogas. Se indican contra el reumatismo, el sarampidn, bronquitis, tos y asma (Lahitte ez al.,
1998). En etnoboténica se utilizan sus hojas y flores, ademads de utilizarla como planta comestible
(Guarrera et al., 2016). Entre su uso se menciona: antisarampionoso, antibacterial, antioxidante,
antiviral, cicatrizante, externamente se la utiliza en fomentos para madurar flemones y fortinculos,
entre otros (Monti et al., 2013). Se aplica en fomentos para curar heridas y enfermedades cutdneas
(Lahitte et al., 1998).

Posee alcaloides de pirrolizidina y sus N-6xidos predominando leptantina-N-6xido,
equimidina-N-6xido y echiumino-N-oxido, teniendo una mayor proporcién de pirrolizidina-N-
6xidos acetilados en las flores que en hojas (Colegate et al., 2005).

Los compuestos previamente mencionados se encuentran envueltos en respuestas de
defensa de las plantas frente a la herbivoria y la toxicidad (Quinn et al., 2014; Weston et al.,
2013). Por otro lado, Eruygur et al., (2016) han demostrado in vivo en ratones la capacidad
cicatrizante de E. italicum L., E. vulgare L. y E. angustifolium Miller. No se encontraron

antecedentes de evaluaciones microbianas de esta especie.

Figura 9. Echium plantagineum. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C. Hojas. Escala A. 10 cm. B.
lcm. C.1cm
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10. Rapistrum rugosum (L.) All. (Brassicaceae)

Nombre vulgar: Nabo, ball-turnip, bastard-cabbage, common giant mustard, giant
mustard, rapistrum-weed, turnipweed, wild turnip, gewohnlicher runzliger Rapsdotter (USDA,
2019).

Hierba anual, nativa de Europa, introducida y naturalizada en Argentina, y crece como
maleza en bordes de caminos, baldios, dreas perturbadas y campos, con un ciclo generalmente
anual, de emergencia otofial, vegetacién invernal y floracién primavero-estival (Figura 10)
(RIAN, 2019).

La familia a la que pertenece se destaca por encontrarse entre los alimentos bésicos en
distintas partes del mundo (Jahangir et al., 2009). Se destacan ademds por poseer grandes
cantidades de glicosindlatos. Los glucosinolatos no son voldtiles, ocurren como sales y son
potentes biocidas (Holst y Williamson, 2004; Dubuis et al., 2005). Se ha encontrado que en R.
rugosum el principal glucosinolato es glucocheirolina en un 95% (Lazzeri y Manici, 2001).

Ensayos realizados por Lazzeri y Manici (2001) simulando esta especie como abono
verde, suprimi6 a Pythium sp. y también indujo un aumento en la actividad microbiana total del

suelo. En la recopilacién realizada por Brown y Morra (2001) se citan diferentes tipos de

glucosinolatos evaluados en los patégenos de interés, la concentracién en pg mL_1 y el criterio
utilizado a saber: B. cinerea: Allyl ITC 600, 4-Methylsulfinyl-3-butenyl ITC 230; 4-
Hydroxybenzyl ITC 450. El criterio fue la concentracién minima de inhibicién de la germinacion.
Colletotrichum circinans: Allyl ITC 5 y Phenylethyl ITC 5, en ambos casos el 100% de inhibicién
del crecimiento. M. laxa: la minima concentracion de inhibicién en la germinacién fue Allyl ITC
300, 4-Methylsulfinyl-3-butenyl ITC 20, 4-Hydroxybenzyl ITC 90. R. stolonifer: se encontro la
minima concentracion de la germinaciéon con Allyl ITC en concentracion de 600, 4-
Methylsulfinyl-3-butenyl ITC 290 y 4-Hydroxybenzyl ITC 1800. En Fusarium sp. la
concentracion en donde se hallé el 100% de la inhibicién de crecimiento fueron: Allyl ITC >99 y

Benzyl ITC <1,5.

Figura 10. Rapistrum rugosum. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C. Fruto. Escala A. 10 cm. B. 1
cm. C. 1cm
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11. Cyperus rotundus L. (Cyperaceae)

Nombre vulgar: cebollin, cyperus.

Es una especie cosmopolita, perenne, con emergencia y brotacién invernal tardia,
vegetacion primaveral y floracion primaveral tardia hasta otofial (Figura 11) (RIAN, 2019).

Es utilizada para tratar la diarrea, diabetes, piresis, inflamacién, malaria y trastornos
estomacales e intestinales (Peerzada et al., 2015). Investigaciones realizadas por Peerzada et al.,
(2015) identificaron componentes quimicos como alcaloides, ciperol, flavonoides, aceites grasos,
furocromonas, glicerol, dcido linolénico, 4cido miristico, almidén, saponinas, sesquiterpenos,
sitosterol, 4cido estedrico, terpenoides, polifenoles, y lenceno en los tubérculos y rizomas de C.
rotundus.

Presenta componentes bioactivos contra numerosos microorganismos como A. niger, E.
coli, S. aureus (Adeniyi et al., 2013), algunas especies de Alternaria (A. alternata, A. brassicola,
A. solani, A. chearanthi), Colletotrichum (C. musae, Colletotrichum sp.), Curvularia (C. lunata,
C. maculans, C. pallescens, C. pennisetti), Helminthosporium (H. pennissetti, H. spiciferum, H.
echinoclova) y Heterosporium colocasiae (Singh et al., 2011). Los extractos con acetato de etilo
de los rizomas de C. rotundus, han sido citados como sustancias antifingicas de alta eficacia. Por
estas caracteristicas C. rotundus es considerada de alto valor potencial para ser empleada en el

control ecoldgico de enfermedades de plantas.

Figura 11. Cyperus rotundus. A. Inflorescencia. B. espiguilla y detalle de gineceo. C. Fruto. Escala B. 1 mm. C.
1 mm

12. Fimbristylis dichotoma (L.) Vahl (Cyperaceae)

Nombre vulgar: Barba de indio.

Planta polimorfa, distribuida en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo, que
en Argentina es comun encontrarla formando parte de pastizales naturales, en terrenos alterados
y como maleza en campos cultivados de arroz (Figura 12) (RIAN, 2019).

Varias especies de Fimbristylis son utilizadas en la medicina popular para tratar

afecciones como eccemas, quemaduras, diarrea, infecciones intestinales, infestaciones, fiebre,
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entre otros desordenes (Simpson e Inglis, 2001). Segtn estos autores, F. dichotoma presentd en
su parte aérea glucosidos cardiacos, saponinas y alcaloides (la cantidad hallada fue de 0,72 mg/g
de material seco). El extracto metandlico de especies de Fimbristylis representadas en otros
continentes como F. aphylla L. y F. falcata (Vahl.) Kunth, ha mostrado de moderada a fuerte
actividad antimicrobiana (Islam er al., 2011). Ademas, estudios realizados en India demostraron
la capacidad de remocién de efluentes textiles asociada con Ammannia baccifera (Kadam et al.,
2018). Un ensayo realizado en la especie emparentada Fimbristylis miliacea, demostré poseer

aleloquimicos como n-hexano, acetato de etilo y n-butanol, siendo el éster dioctilico del 4cido

hexanodioico un compuesto alelopético que se ha utilizado como quimico antiftingico (Ismail y

Siddique, 2012).

Figura 12. Fimbristylis dichotoma. A. Vista general de la planta. B. Detalle de una espiguilla. C. Frutos. Escala
B. I mm. C. 1 mm

13. Schoenoplectus americanus (Pers.) Volkart (Cyperaceae)

Nombre vulgar: Totora, American bulrush, chairmaker's bulrush, Olney three-square,
Olney's three-square bulrush (Figura 13) (USDA, 2019). Es una especie perenne, rizomatosa, de
amplia distribucién en América, presente en arroyos, zanjas y playas arenosas formando extensos
“juncales” que, al igual que S. californicus, florece en verano (Lahitte et al., 1998).

Actualmente se la ha probado como fitoremediadora en sedimentos contaminados con Zn
(Arreghini et al., 2006; Poach et al., 2003). Andlisis del aceite esencial de la parte aérea
demuestran que los componentes principales del aceite son: ptolualdehido, alcohol cuminilico,
(4-metil-pent-3-enil)-ciclohexeno-1-carboxaldehido, 3,4-ditertbutilfenol y heptadecano (Modi et
al., 1974). Se reporté como antimicrobiana en S. aureus, E. coli y P. aeruginosa (Borchardt et al.,

2008).
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Figura 13. Schoenoplectus americanus. A. Rizoma. B. Detalle de una espiguilla. C. Frutos. Escala A. 10 cm.



14. Schoenoplectus californicus (C.A. Mey.) Sojak (Cyperaceae)

Nombre vulgar: Totora, giant bulrush. Es una especie polimorfa, perenne, con rizoma
horizontal profundo, alargado, lefioso, cubierto con escamas parduscas o negras, florece en
verano, y es de origen americano (Figura 14) (Lahitte et al., 1998).

En la medicina popular, las cenizas de los tallos se emplean para curar heridas infectadas,
mientras que la planta entera disecada se utiliza en infusiones para combatir el resfrio (Bussman
y Gleen, 2006). Se utiliza en la depuracién de desechos industriales como constituyente de
humedales (Thullen ef al., 2008). Ensayos realizados por Toribio et al., (2007) demuestran su
actividad de inhibicién en S. aureus. Se detectaron dentro de sus componentes fundamentales

mucilagos polifenoles, taninos y flavonoides (Barrientos et al., 2014).

Figura 14. Schoenoplectus californicus. A. Rizoma. B. Inflorescencia. C. Frutos. Escala A. 10 cm. C. 1 mm

15. Vachelia caven (Molina) Molina (Fabaceae)
Nombre vulgar: Aromito, aromo, aromita, aromo criollo, espinillo negro, espinillo Santa
Fe, espinillo de bafiado, churqui, churque, caven, espinho, espinheiro. Es un drbol o arbusto que

florece en agosto-setiembre y sus frutos maduran entre enero y abril (Figura 15) (Labhitte et al.,

2008).
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En medicina popular se utiliza como astringente, desinfectante, antiasmadtico, antifingico,
antiséptico y cicatrizante (Lahitte et al., 2008). El polvo de las hojas y corteza, en aplicacion
externa es vulnerario; la infusién de la corteza, rica en taninos, en girgaras, es expectorante y en
gotas antiotitico; en fomentos, es pectoral (Zacchino et al., 2012). El polvo de las hojas y corteza
se aplica por via externa como vulnerario como también expectorante por via interna (Alonso y
Demachellier, 2005). En casos de otitis se aplica como gotas Oticas y por via externa para
cicatrizar llagas, quemaduras y heridas (Hilgert, 2001). La decoccién de las flores se utiliza en
Salta como antitusivo y digestivo (Hilgert, 2001). La etnia Pilagé en la regién chaqueiia utiliza la
decoccidn por via oral en el tratamiento de tos convulsa y como antidiarreico (Filipov, 1994).

Se ha informado acerca de varios metabolitos secundarios de diversas especies de Acacia,
incluidas aminas y alcaloides, 4cidos grasos y aceites de semillas, aminodcidos no proteicos,
terpenos, taninos hidrolizables, flavonoides y taninos condensados, entre otros (Seigler, 2003). A
continuacién, se enumeran los distintos componentes en las distintas partes de la planta.

En flores: el aceite esencial (9,7%) presenta aspecto limpido, color amarillo y fino olor
aromatico constituido por a-pineno (5,3%), canfeno (4,3%), mirceno (4%), B-pineno (3,1%),
limoneno (4,8%), p-cimeno (3,4%), linalol (8,7%), benzaldehido (7,4%), bornilacetato (4,2%), 3-
terpineol (6,6%), citronelol (7,2%), geranilacetato (4,1%), etilbenzoato (3%), metilsalicilato
(5,5%), geraniol (8,4%), bencilalcohol (5,2%), anisaldehido (2%), metileugenol (1,3%), o-cresol
(1,2%), m-cresol (1,1%), eugenol (3,1%), acetileugenol (1,5%) (Retamar, 1988). Hojas y tallos:
escualeno, [-sitosterol, campesterol, estigmasterol, eicosanol, nonacosano (Cx9Hgeo),
tetratetracontano (CasHoo) (Barcia, 1999). En la corteza se encuentran taninos, glicésidos
cianogenéticos, goma y en semillas: dcido linolénico (54%) y lectina (Martins et al., 2003).

Extractos de A. caven demostraron propiedades antioxidantes sobre el radical DPPH y
actividad antimicrobiana moderada sobre algunos agentes patégenos intrahospitalarios (Alonso y
Demachallier, 1990). El extracto etandlico de la parte aérea demostré una inhibicidn in vitro entre

el 20-40% frente a F. oxysporum 'y P. sanguineus (Quiroga et al., 2001).
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Figura 15. Vachelia caven. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C Detalle de flor. Escala A. 10 cm.
~ B.1mm.C.1 mm g



16. Pelargonium graveolens L'Hér. (Geraniaceae)

Nombre vulgar: Geranio, rose geranium, rose-scent geranium, gerdnio, sardineira
(USDA, 2019).

Ornamental y aromdtica, por destilacién de sus hojas se extrae un aceite esencial con
perfume similar al de la rosa, se multiplica por gajos y existen unas 250 especies originarias
perteneciente al género en su mayoria de Africa (Figura 16) (Sudafrica) (Del Vitto et al., 1998;
Dimitri y Parodi, 1977).

Se utiliza como cosmético y aromaterdpico. La lista GRAS reconoce a P. graveolens
como GRAS entre 1,6 y 200 ppm. En un estudio realizado por Lalli ez al., (2008) se demostrd que
la toxicidad in vitro, expresada en términos del valor ICs, produjo un valor ICsy bastante alto, lo
que significa que es bastante no téxico, pero los niveles deben ser monitoreados.

El aceite esencial de P. graveolens es un liquido amarillo con un rendimiento que oscila
dependiendo el sistema de extraccion de aceite, la destilacion de agua dio un rendimiento de aceite
mds alto (0,16-0,22%) que la destilacién de agua-vapor (0,09-0,12%) y métodos de destilacioén de
vapor 0,06-0,18;22% (Bouzenna y Krichen, 2013; Rana et al., 2002; Babu y Kaul, 2005). La
variacion en el contenido total de alcohol y éster en las muestras de aceite de geranio, destiladas
mediante el uso de diferentes técnicas de procesamiento en la destilacion se debe principalmente
a la hidrdlisis de algunos componentes volatiles. La composicién quimica con la técnica CG/EM,
permitié la identificacién de diferentes compuestos: el aceite destilado por el método de
destilacién con agua y vapor contenia un mayor contenido de hidrocarburos monoterpenos
(1,7%), seguido de la destilacion de vapor sin cohobacion y sin reciclaje (1,5%). La fraccion
principal del aceite es de monoterpenos oxigenados, incluido el citronelol (35,2%) y el geraniol
(28,8%) (Bouzenna y Krichen, 2013; Rana et al., 2002; Babu y Kaul, 2005).

Posee propiedades antibacteriales, antifiingicas e insecticida (Bouzenna y Krichen, 2013;
Ghannadi et al., 2012). El aceite de P. graveolens revel6 que manifiesta un fuerte efecto
inhibitorio sobre cepas de bacterias grampositivas como B. cereus, B. subtilis y S. aureus (Silva
y Fernandes, 2010). Bouzenna y Krichen (2013) evaluaron la capacidad antifingica en
Rhizoctonia solani siendo efectivo en una dosis de 12,5 mL/20mL de APD. Ademas, se demostrd
su efecto antifingico contra cinco cepas de Aspergillus con CIMs y CFMs (mg/ml) de 0,25 a 2,5.
Rosato et al., (2008) senalaron efectos sinérgicos del aceite con diversos antibidticos como
norfloxacina y anfotericina B. Hsouna y Hamdi (2012) realizaron diferentes extractos: hexano,
acetato de etilo y metanol y los resultados fueron comparado en términos de concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) en A. niger, A. flavus, Fusarium graminearum, F. oxysporum,
Fusarium culmorum, Rhizopus nigricans y Alternaria, resultando en una inhibicién con extracto

de hexano mientras que el extracto de acetato de etilo inhibi6 el crecimiento de Fusarium e inhibi6
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fuertemente el crecimiento de Aspergillus. Dzamic et al., (2014) probaron su efecto de inhibicién

en A. alternata, A. flavus, A. niger, A. ochraceus, A. terreus, A. versicolor, Aureobasidium

cladosgorioides, C. fulvum, Fus&rium

pullulans, Candida albans, Cladosporium
sporotrichoides, F. tricinctum, Mucor mucedo, Penicillium funiculosum, P. Ochrochloron,

Phoma macdonaldii, Phomopsis helianthi, Trichoderma viride y Trichophyton menthagrophyte.

Figura 16. Pelargonium graveolens. A. Vista general de la planta. B. Inflorescencia. C. Hojas. Escala B. 1 cm.
C.10cm

17.Leonurus japonicus Houtt (Lamiaceae)

Nombre vulgar: Cuatro cantos, Motherworth (Shin et al., 2009). La planta bienal, es
adventicia en América donde, en la Argentina, habita en las provincias del norte, centro y
Mesopotamia. (Rondina et al., 2008). En la medicina china, las semillas de L. sibiricus se
consideran constructivas y afrodisiacas y la planta seca se prescribe como un ténico y remedio
general en enfermedades puerperales y menstruales (Figura 17) (Kirtikar y Basu, 2013). En
Argentina se utiliza como hemostético, cicatrizante y analgésico (Rondina et al., 2008; Carrizo et
al., 2002).

No existen antecedentes de los componentes de L. japonicus, pero si de la especie
emparentada L. sibiricus poseyendo furanoditerpenolactonas, derivados de guanidina y alcaloides
(Satoh et al., 2003).

Extractos metandlicos, aceténicos y cloroférmicos fueron probados contra S. aureus, S.
epidermis, S. pyogenes, E. coli, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae y S. boydii siendo el

hexénico y el extracto cloroférmico los més eficientes (Shin et al., 2009).
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18. Plectranthus madagascariensis (Pers.) Benth. (Lamiaceae)
Nombre vulgar: Incienso. Es una hierba aromética perenne del sureste de Africa que se
cultiva como planta ornamental por sus hojas aromadticas (Figura 18) (Lukhoba et al., 2006).
Se utiliza para tratar dolencias de tipo respiratorias y de la piel. Las infusiones y
decocciones de la raiz <e ntilizan nara fratar la toc v lag hoias machacadas <e n<an mediante

Figura 17. A. Vista general de la planta en estado vegetativo. B. Inflorescencia. C. Detalle de las flores. Escala

mB. 1 cm 5 ) ] .
Estudios fitoquimicos de la especie reportan la presencia de quinonas diterpénicas,
coleonas, roileanonas y triterpenoides (Ascensdo et al., 1998). El 4cido rosmarinico es el
compuesto principal en los extractos de especies de Plectranthus y la actividad inhibidora de
acetilcolinesterasa exhibida por los extractos de plantas estd en correlacién con su contenido (Falé
et al., 2011). Grayer et al., (2003) estudiaron los flavonoides de 42 especies de Plectranthus,
hallando en los extractos acuosos de hojas de 13 de ellas, incluida P. madagascarensis, dos
compuestos fendlicos no flavonoides derivados del 4cido caféico las nepetoidinas A y B.

Las nepetoidinas A y B inhibieron el crecimiento de A. niger en bioautografia en capa
delgada. Otras especies del género, presentan antecedentes de actividad antifingica: P. barbatus,
P. ecklonii y P. montanus (Lukhoba et al., 2006). Kubinova et al., (2014) aislaron e identificaron
cuatro componentes principales, dos de los cuales fueron diterpenoides: dihidroxiroleanonay 7f3-
acetoxi-6fB-hidroxiroleanona, que mostraron una potente actividad antibacteriana contra S.
aureus 'y Enterococcus faecalis. Matias et al., (2014) realizaron ensayos de microdilucion y de
difusién contra baterias gram positivas, gram negativas y levaduras, demostrando la mayor
actividad antimicrobiana para el extracto aceténico contra B. subtillis, S. epidermidis, S.
aureus y E. faecalis (MIC de 0,98 ug mL" a 3,91 ug mL"! incluyendo cepas resistentes de MRSA
y VRE). Los compuestos fueron caracterizados por HPLC coincidiendo con Kubinova et al.

(2013).

Figura 18. Plectranthus madagascariensis. A. Vista general de la planta en estado vegetativo. B. Inflorescencia.

“C. Detalle de las hojas. Escala B. 1 cm. C. 1 cm E



19. Plectranthus neochilus Schiltr. (Lamiaceae)

Nombre vulgar: Boldo paraguayo. Es una hierba perenne, a veces anual,
desagradablemente aromdtica cuyos caracteres vegetativos poseen una gran variacion al igual que
su distribucion. Este género ha sido semicultivado como hierba y por todo el mundo (Figura 19)
(Lukhoba et al., 2006). En medicina popular se utiliza para infecciones, problemas digestivos,
hepético, respiratorios, entre otros (Duarte y Lopes, 2007; Wellsow et al., 2006).

El 4cido rosmarinico es el compuesto principal en los extractos
de especies de Plectranthus (Falé et al, 2011). Los diterpenoides también son metabolitos
secundarios muy comunes en Plectranthus. La mayoria de ellos son abietanoides altamente
modificados (Abdel-Mogib et al., 2002). Lukoba et al., (2016) reportaron propiedades
antimicrobiales en este género. En un ensayo realizado por Silva et al., (2013) resulté efectiva
como analgésico una crema preparada con extracto etandlico de P. neochilus aplicada a gatos
(Borges et al., 2016). Tempone et al., (2008) probaron el extracto metandlico de hojas contra
Leishmania amazonensis y L. chagasi sin ninguna actividad. Sin embargo, mostré actividad frente
a Candida krusei resistente a fluconazole y C. parapsilosis suceptible a los azoles con dosis de
ECs0=20,51 ng/mL. Borges et al., (2016) evaluaron in vitro la actividad citot6xica y se comprob6

su especificidad para las células de carcinoma de lengua.

Figura 19. Plectranthus neochilus. A. Vista general de la planta al estado reproductivo. B. Inflorescencia. C.
Detalle de las hojas. Escala B. 1 cm. C. 1 cm.

20. Laurus nobilis L. (Lauraceae)
Nombre vulgar: Laurel, bay laurel, bay-leaf laurel, Grecian laurel, sweet bay, laurier,
Lorbeerbaum, Lorbeerstrauch, Gekkeiju, loureiro, louro, louro-comum, louro-de-apol6nio, louro-

europeu, lager, yue gui (USDA, 2019).
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Son arboles o arbustos probablemente originarios de Asia Menor, cultivada desde la
antigiiedad y expandida en todo el mundo; en nuestro pais es cultivado, aunque puede encontrarse
naturalizado (Delucchi et al., 2007).

Florece en primavera, fructificando en verano (Figura 20) (Hurrel et al., 2010; Pocchetino
y Aladio, 2010). En Argentina su uso es aromdtico, ornamental y en medicina popular como
digestivo, antiseborreico, carminativo y emenagogo (Hurrel et al., 2008; Del Vitto et al., 1998;
Dimitri y Parodi, 1987).

Sus hojas contienen aceites esenciales y los constituyentes principales son 1,8-cineol, o-
terpinilo, linalol y terpinen-4-ol (Hurrel et al., 2008; Simic€ et al., 2004; Baratta et al., 1998). El
aceite esencial de las flores tiene un mayor contenido de p-cariofileno, viridiflorene,
germacradienol, B-elemento y trans-ocimeno (Fiorini et al., 1997).

Este aceite ha sido evaluado por su actividad antimicrobial en S. aureus, S. epidermidis y
E. coli al 15% (v/v). Los resultados revelaron que la dosis efectiva de los aceites esenciales de
laurel para las bacterias fue del 15%, y que el orden de inhibicién fue mayor en E. coli O157:H7
que en S. aureus y S. typhimurium (Dadalioglu et al., 2004).

En su accién antifingica fue evaluado contra A. niger y C. albicans con didmetros de
inhibicién de 20-32 mm a una dosis de 15 pL. (Ertiirk, 2006). Tiene accidn insecticida contra
Periplaneta americana L.y éfidos (Kahan et al., 2008).

Sin embargo, Simic ef al., (2014) evaluaron contra A. niger, A. ochraceus, A. versicolor,
A. flavus, A. terreus, Alternaria alternata, Aureobasidium pullulans, Penicillium ochrochloron,

P. funiculosum, Cladosporium cladosporioides, C. fulvium, Trichoderma viride, Fusarium

tricinctum, F. sporotrichoides, Phoma macdonaldii, Phomopsis helianthi y Mucor mucedo,

arrojando CIMs entre 40 mL/L y 50 mL/L.

Figura 20. Laurus nobilis. A. Vista general de la planta. B. Rama. C. Detalle de la hoja.

21.Melaleuca citrina (Curtis) Dum.Cours. (Myrtaceae)
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Nombre vulgar: Crimson Bottlebrush, limpiatubo (Seenadera, 2017). Es un arbol pequefio
y ornamental, originario de Australia que florece en primavera y se reproduce por semillas, cuyos
miembros del género se han utilizado durante mucho tiempo en medicinas populares en varias
partes del mundo (Figura 21) (Sharifi-Rad er al., 2017). La planta ha sido utilizada por las
comunidades tribales de India para el tratamiento de trastornos gastrointestinales, dolor y
enfermedades infecciosas (Brophy et al., 1998).

El aceite esencial contenido en las hojas alcanz6 un rendimiento de 1,1%=0,06 (Silva et
al., 2010). La composicién principal de esta mezcla compleja es de 1,8-cineol (73,8%), a-pineno
(16,3%) y a-terpineol (4,8%) (Jazet et al., 2009). Shukla et al., (2012) y Sharma et al., (2006)
encontraron que la composicién principal era 1,8-cineol (56,0), a-pineno (18,0), y-terpineno
(11,0) y 1,8-cineol (58,3), a-pineno (21,4), respectivamente. Jazet et al., (2010) demostraron que
su componente principal es 1,8-cineol (77%). Kumar et al., (2015) encontraron o-pineno (32,3%)
como componente principal, limoneno (13,1%) y o-terpineol (14,6%) mientras que hallaron
diferencias con el aceite de flores que poseia 1,8-cineol (36,6%) seguido de a-pineno (29,7%).

El aceite esencial del género Melaleuca spp. se ha informado que posee propiedades
antibacterianas y antifingicas eficaces in vitro (Sharifi-Rad et al., 2017). Inhibié a S. aureus, E.
coli, B. cereus con CIM =0,0625 mg/ml (Silva et al., 2010). En relacién a ensayos fiingicos,
inhibi6 completamente a Phaeoramularia angolensis a 1500 ppm con la fraccién 12 que contenia
terpineol (88,7%) y terpinen-4-ol (10%) (Jazet et al., 2009) y se registro la no toxicidad en células

normales (Kumar et al., 2015).

Figura 21. Melaleuca citrina. A. Vista general de la planta en estado reproductivo. B. Inflorescencia. C. Detalle
de la hoja.

22. Melaleuca linearis Schrad. & J.C. Wendl. (Myrtaceae)

Nombre vulgar: Limpiatubo, Narrow leaf bottle rush (Das et al., 2009).
Es un arbusto de follaje persistente con hojas lineares de 5-10 cm de largo ornamental,
originario de Australia, que florece en primavera y es utilizado por los australianos indigenas

como medicamentos para la tos y los resfriados y como agentes antisépticos (Figura 22) (Lassak
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y McCarthy, 1983). Por ello, en Australia utilizan el aceite de Melaleuca como aditivos
alimentarios naturales que proporciona un sabor agradable ademds de inhibir el deterioro
microbiano de los alimentos (Cock, 2008).

El rendimiento alcanzado por el aceite esencial de las hojas fue de 0,3-1% y posee como
componente principal el 1,8-cineol (63%) a-pineno, B-pineno, a-felandreno, limoneno, p-cimeno,
linalool, terpinen-4-ol y a-terpineol (Brophy er al., 1998). Los sesquiterpenoides totalizaron
menos del 3% del aceite y s6lo el espatulenol estaba presente en una cantidad significativa (1,5%
del aceite) (Lassak y Smyth, 1994). Das et al., (2009) encontraron 1,8-cineol (58,3%), 3-careno
(10,7%), y-terpineno (25,3%) y n-dic-3-eno (5,4%) como componentes principales.

Estudios realizados por Chikowe et al., (2009) mencionan que el extracto metandlico de
las hojas fue inhibidor del crecimiento de B. cereus y S. pyogenes, con valores CIMs de 610 y
354 ng/mL. Mientras el extracto acuoso alcanzé CIMs de 927 y 660 pg/ml respectivamente. En
forma adicional en dicha investigacion se determiné que todos los extractos no eran toxicos en el
bioensayo de Artemia franciscana nauplii.

Haghe et al., (2013) realizaron maceraciones y posteriormente extractos con éter de
petrdleo, tetracloruro de carbono, metanol y acetato de etilo. Estos fueron evaluados mediante el
método de difusién en disco contra un panel de diez bacterias (5 Gram positivas y 5 Gram
negativas) y tres hongos S. cereviceae, C. albicans y A. niger. Estos resultaron en una sensibilidad
moderada a potente contra casi todos. En forma adicional, se evalud la citotoxicidad en Artemia
salina y la citotoxicidad exhibida por extracto metandlico fue comparable al sulfato de vincristina
estandar.

Estudios previos realizados por Das et al., (2008) habian realizado ensayos de difusién
en disco con estos mismos extractos contra B. pumilus, B. cereus, S. aureus, E. coli, E. aerogenes,
S. typhimurium y hongos como C. albicans y A. niger. A diferencia de Chikowe et al., (2019) el
extracto metandlico mostrd actividad antimicrobiana potencial contra bacterias gram positivas y

gram negativas y C. albicans.

Figura 22. Melaleuca linearis. A. Vista general de la planta al estado reproductivo. B. Inflorescencia. C. Detalle
de ramas
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23. Melaleuca linearis var. linearis sinénimo Callistemon rigidus R.Br.(Myrtaceae)

Nombre vulgar: Limpiatubo

Es un arbusto de follaje persistente con hojas lineares o linear-lanceoladas, ornamental,
de origen australiano y es el mas distribuida en nuestro pais, florece en primavera y se reproduce
por semillas (Figura 23) (Lahitte y Parodi, 1977).

Utilizada actualmente en la medicina China es una especie recientemente conocida que
produce un aceite muy rico en cineol (90%) y a-terpineol (Ji ez al., 1991). En Ghana, el porcentaje
fue del 55% en el principal componente cineol (Talalaj y African, 1965). Jazet et al., (2009) en
Camerun, evaludndolo contra patégenos de frutas encontraron que la composicién fue de 79,1%
1,8-cineol y 12,9% a-pineno. En Brasil, el contenido de cineol alcanzé el 39%, a-pineno 15%, p-
pineno 11% y limoneno 19%, donde el rendimiento del aceite esencial que se encuentra en las
hojas alcanz6 0,1-0,3% (Siquiera et al., 1987).

Ensayos in vitro del extracto metandlico de hojas indicaron que fue activo contra bacterias
resistentes a determinados antibi6ticos gram positivos y gram negativas (Saxena y Gomber, 2006;
Gomber y Saxena, 2007). Extractos acuosos de hojas de C. rigidus fueron evaluados frente a
patégenos de semillas presentando moderada actividad antifiingica contra A. alternata, A. niger,

C. lunata, F. moniliforme y T. viride (Pawar, 2011).

Figura 23. Melaleuca linearis var. linearis A. Vista general de la planta al estado reproductivo. B. Inflorescencia.
C. Detalle de rama

24. Fumaria officinalis L. (Papaveraceae)
Nombre vulgar: Fumaria, flor del pajarito, fumaria, fumaria colorada, fumaria morada,
perejilillo, yuyo palomo, Fumaria (Figura 24) (RIAN, 2019).
Hierba anual muy polimorfa, adventicia en Argentina, su emergencia es otofal,
vegetacion invernal y floracién primaveral. Se la consume en infusidn, tintura o jarabes como
sedativo, depurativo, hipotensor, antiasmatico, colerético/colagogo y espasmolitico y la accién

farmacoldgica se sitda en la regulacion de la coleresis (Alonso, 1998; Del Vitto ef al., 1998).
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Posee un alto contenido fendlico en relacion a otras especies del género Fumaria sp. con
valores de quercetina (0,49+0,03 mg/gDW), 4cidos p-coumdrico (1,10+0,03mg/gAcidos DW) y
ferdlicos (2,35+0,04 mg/g DW) siendo éstos los compuestos principales (Ivanov et al., 2014). Los
principales metabolitos secundarios que posee son los alcaloides de la isoquinolina (Sajjad et al.,
2015).

El extracto metandlico de F. officinalis ha mostrado actividad inhibitoria contra
patégenos como B. subtilis, S. aureus y Cladosporium herbarum (Sengul et al., 2009). Extractos
etandlicos realizados por Izzo et al., (1995) probaron su accién contra Proteus mirabilis, P.
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, S. aureus y B. subtilis en el método de

difusién en agar.

Figura 24. Fumaria officinalis. A. Vista general de la planta al estado reproductivo. B. Ramas y flores. C. Detalle
de inflorescencia

25. Persicaria acuminata (Kunth) M. Gomez (Polygonaceae)

Nombre vulgar: Catay grande, sanguinaria del agua, cien nudos, lagunilla, yerba picante,
plumerillo del campo, capiticova, erva de bicho, smarteed, bloodroot, knotweed, ca’atai (Lahitte
et al., 1998). Son hierbas perennes que crecen en zonas bajas, inundables, a orillas de arroyos y
lagunas, floreciendo en otofio (Figura 25) (Lahitte et al., 1998).

La decoccién de la planta, en tomas, es diurética, depurativa, hipotensora, antiescorbitica,
astringente, emenagoga, antisifilica y antihemorroidal; en cataplasmas es vulneraria (Lahitte et
al., 1998).

El género posee diversos componentes del metabolismo secundario como:
fenilpropanoides, acetofenonas, chalconas, cumarinas, flavonoides, sesquiterpenoides, entre
otros. Dentro de los sesquiterpenoides, los mds relevantes son: drimenol, confertifolina,
isopoligodial y poligodial (Derita y Zacchino, 2011a; Derita y Zacchino, 2011b; Derita et al.,
2009).
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En estudios realizado por Derita et al. (2009) y Derita y Zacchino (2011b) se demostr6
que el extracto diclorometanico de las partes aéreas cosechadas en otoflo poseia actividad
antifingica frente a C. albicans, S. cerevisiae, C. neoformans, M. gypseum, T. rubrum y T.
mentagrophytes. En el mismo determinaron que dicha actividad correspondia a poligodial.

El compuesto poligodial demostré que una CIM de 16 pg/ml inhibi6 el crecimiento de
Clavibacter michiganensis y con CIM de 64 ug/mL a F. oxysporum 'y Phytophthora spp, todos

estos patégenos de tomate (Montenegro et al., 2018).

Figura 25. Persicaria acuminata. A. Vista general de la planta. B. Hojas. C. Detalle de la inflorescencia

26. Citrus paradisi Macfad. (Rutaceae)

Nombre vulgar: Pomelo. Es una planta cultivada, hibrido producto de la retrocruza entre
C. x aurantium (C. maxima x C. reticulata) y C. maxima. que en la region rioplatense es cultivada
en huertos y jardines (Figura 26) (Lahitte ef al., 1998). Los aceites esenciales de los citricos se
usan ampliamente como aditivos alimentarios naturales debido a que se han clasificado como
generalmente reconocidos como seguros (GRAS). Posee actividad antifiingica, antibacterial,
anticancerigena y larvicida (Dosoky y Setzer, 2018).

El aceite esencial extraido de la piel por hidrodestilacion estd constituido por: D-limoneno
(75,05%), seguido de PB-myrceno (7,25%), o-pineno (2,11%), cariofileno (1,88%), octanal
(1,68%) y B-felandreno (1,18%) (Okunowo et al., 2013). Algunos de los componentes menores
incluyeron 9-cadineno (0,89%), copaeno (0,82%), ftalato de metilo (0,54%), linalol (0,48%) y 3-
careno (0,21%). El aceite esencial mostrd una fuerte actividad antibacteriana contra B. cereus, E.
faecalis, E. coli, K. pneumoniae, Pseudococcus sp., S. flexneri 'y S. aureus (Okunowo et al., 2013).
El extracto con metanol present6 una fuerte actividad antifingica frente a A. niger, C. albicans,
C. cucumerinum, P. digitatum, P. italicum 'y P. chrysogenum (Churata-Oroya et al., 2016; Viuda-
Martos et al., 2008; Caccioni et al., 1998).
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Figura 26. Citrus paradisi. A. Vista general de la planta en fructificacion. B. Frutos. C. Detalle de las flores

27. Tropaeolum majus L. (Tropaolaceae)

Nombre vulgar: Taco de reina, espuela de galdn, espuela de cabellero, berro, chagas, fl6r
de sangue, common nasturtium (Lahitte ez al., 1998). Es una hierba trepadora o decumbente, con
hojas peltadas originaria de Perd, extensamente cultivada como ornamental que florece en
primavera y verano (Lahitte et al., 1998).

Cultivada como ornamental, sus hojas se comen como hortaliza en ensaladas, ademés de
las flores y las semillas por su sabor especiado, cosmético y dérmico (ténico capilar, antiséptico),
antiescorbitico (Adame y Martinez, 2000; Del-Vitto et al., 1998). La infusién de las hojas y flores
se emplea como antiescorbiitico, diurético, revitalizante y para combatir infecciones del sistema
respiratorio y urinario. En aplicacién externa (diluida ligeramente con alcohol), se emplea como
analgésico, antiseborréico y antimicético (Roig, 2001). Se utiliza a menudo en el tratamiento de
varias enfermedades entre las que se encuentran trastornos cardiovasculares, infecciones del
tracto urinario, asma y estrefiimiento (Corréa, 1984; Ferreira et al., 2004).

La presencia de mirosina confiere el sabor picante a las Tropaeolaceae. Ademads, presenta
glucosinolatos en las hojas y que han demostrado su poder anticancerigeno (Lykkesfeldt y Moller,
1993; Griffiths et al., 2001). El aceite esencial estd constituido por glucosinolatos (0,1%),
principalmente glucotropeolina. Posee terpenoides, vitamina C (300 mg/100 g de planta fresca),
carotenoides, dcidos organicos como acidos madlico y clorogénico, dcido erdcico, glucésidos de
la quercetina, isoquercetina, isoquercitrina, helenina en flores, y sales minerales ricas en sulfato
potasico (Faik et al., 2000; Castellani et al., 1996).

Se ha probado su efecto contra B. subtilis, E. coli, S. aureus, Proteus mirabilis,
Prneumococcus sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Candida sp. y Pseudomonas sp.
(Bloem et al., 2007; Zanett et al., 2003). Las fracciones hexdnica y cloroférmica del extracto
etandlico (70%) de hojas demostraron in vitro propiedades inhibitorias frente a Staphylococcus
epidermidis, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae y Salmonella setubal. El extracto etandlico de las

partes aéreas demostrd una actividad antifiingica en aislados aflatoxigenicos de Aspergillus sp.
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con CIM y CFM de 100mg/ml y una discreta actividad antiparasitaria (CLso>5000 mg/l) en el
bioensayo sobre nauplios de Artemia fransciscana en estadio II (Al-Jassani, 2009; Maguifia y

Tannacone (2000).

Figura 27. Tropaeolum majus. A. Hojas. B. Flor. C. Detalle de fruto. Escala B. 1 cm. C. 1 cm

28. Lantana camara L. (Verbenaceae)

Nombre vulgar: Bandera espafiola, camard de espinas, camard de dos colores, yerba de la
cruz, camard miudo de espinho, common lantana, ca’mara.

Arbustos que crecen en bordes de montes o selvas, en lugares semisombrios, en suelos
arcillosos o arenosos, en ambientes modificados, desde el nivel del mar hasta los 1000 m.s.n.m.,
florecen en verano y fructifican en otofio (Figura 28) (Lahitte et al., 1998). Se realizan infusiones
de hojas y flores empledndose como digestiva, carminativa, antirreumatica, febrifuga y diurética
(Alonso y Demachelliet, 2005).

En sus partes aéres se presentan triterpenoides policiclicos como lantadeno A, B, Cy D,
icterogenina, camar6sido, 4cido dihidroxi-ursanoico, dacido oleanénico, dacido hidroxi-
oleanenoico, acido 2-acetoxilantanico, acidos lantico, lantanilico y lantoico (Naz y Bano, 2013;
Ganjewala et al., 2009; Begum et al., 2008). Estudios recientes muestran un compuesto nuevo,
denominado lantigdienona, junto con los ya reportados camarinina y acido camangeloil, dos
nuevos triterpenoides (4cido camardlico y acido lantrigléico) y los triterpenos dcido camarico,
lantandlico, lantanilico, pomélico, camarinico, lantdico, lantacina, camarina, camarinina y acido
ursélico (Begum et al., 2010). En otras partes de la planta se reportan otros compuestos como:
camarasido, glucésido flavénico presente en la hoja, a-amirina, a-felandreno, lantamarona, dcido
camarinico, 4cido lantabetilico, triacontan-1-ol, lantanésido, lantanona, linarésido, glucésidos
feniletanoides (verbascésido, isoverbascdsido, martindsido, isonuomidsido A, calceolaridsido E,
deramnosil-verbascdsido), iridoides (tevésido y genipdsido) (Naz y Bano, 2013; Ganjewala et al.,

2009).
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Se ha probado su accidén antiftingica y antibacterial en P. aeruginosa, A. niger, F. solani
y C. albicans. Naz y Bano (2013) encontraron inhibicion del 71% y del 66% para A. fumigatus 'y
A. flavus con extractos metandlicos de hojas. Ademads, posee efecto larvicida en Aedes aegypti y

Culex quinquefasciatus (Kumar y Maneemegalai, 2008; Deena y Thoppil, 2000).

Figura 28. Lantana cdmara. A. Vista general de la planta. B. Hojas. C. Inflorescencia.

29. Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson (Verbenaceae)

Nombre vulgar: Salvia morada.

Arbustos arométicos que florece en primavera y verano. Se trata de un taxén muy variable
y polimorfo, ampliamente distribuido en Sudamérica tropical y subtropical. En Argentina habita
frecuentemente en las selvas o en galeria a lo largo de los rios (Figura 29) (Lahitte et al., 1998).
En medicina popular, la decoccién de las hojas frescas se usa con frecuencia como analgésico,
eupéptico y para tratar trastornos gastrointestinales como espasmos e indigestion (Di Stasi, 1994).
Es utilizada para tratar una indigestion severa seguida de diarrea profusa, mediante infusién de
las hojas durante nueve dias consecutivos (Soraru y Bandoni, 1978). En Chaco se ha descrito que
esta especie también se usaba como antitusiva, descongestiva, para el dolor de garganta y dolores
de cabeza (Scarpa, 2004). En otras regiones de Argentina se usa como tintura preparada con 200
g de hojas secas y 70° de etanol (Alonso y Demachellier, 2005). Las partes aéreas se utilizan de
forma externa para tratar enfermedades cutdneas, quemaduras, heridas y ulceras. La infusion de
las raices también se usa contra los resfriados y la tos (Scarpa, 2004).

El elemento predominante es el aceite esencial en hojas con rendimientos entre (0,5-
1,5%) cuyo componente principal es el limoneno (Terblanché y Kornelius, 1996). Otros
componentes encontrados en estos aceites, en orden decreciente de frecuencia, fueron: p-cimeno,
a-pineno, alcanfor, p-cariofileno, linalool y timol. Dependiendo del perfil quimico, se han
definido varios quimiotipos. Oliveira et al., (2006) sugirieron al menos 12 de estos. De acuerdo
con Bandoni (2003) (en Alonso y Demachellier, 2005) retomando a Fester (1958) y estudios
modernos de Blanco ef al. (2013), en Argentina se han definido 5 variedades: tipo santafecina

(con o-pineno, dihidrocarvona, alcanfor, citral y linalol), tipo entrerriana I (con d-limoneno,
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lipiona), tipo entrerriana II (con d-piperitona), tipo norte santafecino (con citral), y tipo tucumano
(con (-)-piperitona, limoneno y 1,8-cineol).

El aceite esencial de L. alba mostré actividades inhibitorias de crecimiento (entre 32,1 y
100%) contra hongos aflatoxigénicos como A. flavus, siendo sus CIMs mds bajas que las del
fungicida sistémico Bavistin (Shukla et al., 2009). En ensayos realizados por Oliveira et al.,
(2006) obtuvieron un AE rico en monoterpenos oxigenados y se ensayo frente a C. albicans, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. neoformans, T. rubrum, Fonsecaea pedrosoi presentando halos
de inhibicién entre 1,1 a 5 cm. En hongos fitopatdgenos, el aceite esencial fue probado en la
germinacién de teleutosporas de Ustilago scitaminea, conidios de C. falcatum y Curvularia
lunata, siendo todos inhibidos en concentraciones desde 1000, 2000, 3000 y 4000 ppm (Rao et
al., 2000). Otros hongos fitopatégenos como Fusarium sp., Penicillium funiculosum y Sclerotinia
sclerotiorum también fueron inhibidos a concentraciones de 1 pg/mL (De Oliviera Arruda ef al.,

2019).

A

C

Figura 29. Lippia alba. A. Vista general de la planta a campo (Créditos fotograficos: IBODA-CONICET. Fuente:
http://buscador.floraargentina.edu.ar/species/details/25285/15149). B. Detalle de hoja. C. Detalle de
inflorescencia (Créditos fotogréficos: Dr. J. F. Pensiero. Fuente:
https://www .fca.unl.edu.ar/prodocova/IRUPE/index2Nueva.html)

30. Lippia turbinata Griseb. (Verbenaceae)

Nombre vulgar: Poleo

Son arbustos aromdticos que se extienden por el centro y oeste de la Argentina, habita
principalmente en las provincias fitogeograficas del Chaco, Monte y del Espinal (Figura 30). Su
parte aérea se emplea en Argentina como digestivo, diurético, ténico amargo, emenagogo y
abortivo (Campos-Navarro y Scarpa, 2013). Es una de las especies utilizadas tradicionalmente en
Argentina contra el “empacho” (Martinez-Crovetto, 1981).

Sus hojas presentan iridoides, flavonoides, aceite esencial (0,2-0,8%) compuesto
principalmente por lipiona (1,2-epoxipulegona), d-limoneno, cineol, lipiafenol, dihidrolipiona,

carvona, fenoles, 1,8-cineol, entre otros (Terblanche y Kornelius, 1996; Bailac et al., 2006).
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Extractos metandlicos que poseian flavonoides de plantas de la zona de Tucuman
exhibieron actividades antimicrobianas en bacterias gram-positivas y gram-negativas con dosis
equivalentes a cloranfenicol (Hernandez et al., 2000). La exposiciéon de manies a vapores del
aceite esencial de poleo permitié evitar la contaminacién con hongos del género Aspergillus

(Passone y Etcheverry, 2014). En otros usos no microbianos, el aceite esencial demostré efectos

repelentes frente al dcaro Verroa destructor y larvicida frente a Culex quinquefasciatus

(Ruffinengo et al., 2005; Kembro et al., 2009).

C

Figura 30 Lippia turbinata A. Vista general de la planta a campo (Créditos fotograficos: IBODA-CONICET.
Fuente: http://buscador.floraargentina.edu.ar/species/details/25329/15181). B. Detalle de rama con hojas
(Créditos fotograficos: Dr. J. F. Pensiero. Fuente:
https://www .fca.unl.edu.ar/prodocova/IRUPE/index2Nueva.html). C. Detalle de inflorescencia. (Créditos
fotograficos: Dr. J. F. Pensiero. Fuente: https://www.fca.unl.edu.ar/prodocova/IRUPE/index2Nueva.html)
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ANEXO II Condiciones meteorolégicos

JDiaDeAiio | Fecha TMAX | TMED | TMIN | PATM | LLUVIA | HR | VVTO | RS
91 1/4/2019 00:00 26,4 24,5 22,2|1008,2 1,5 99 2,32
92| 2/4/2019 00:00 32,2 25,7 20,3|1007,2 0o 89 9,36
93 3/4/2019 00:00 32,8 259 20,5|1005,2 0o 89 10,13
94| 4/4/2019 00:00 30,9 23| 174| 1001 0| 81 8,62
95 5/4/2019 00:00 23,8 17,3 10,6 | 1014,1 o 77 12,43
96| 6/4/2019 00:00 25,9 17,7 10,5]|1015,5 o 79 13,17
97| 7/4/2019 00:00 27,9 17,9 911014,2 o 79 13,21
98 8/4/2019 00:00 28,3 19| 10,6 |1013,2 0| 80 12,49
99|  9/4/2019 00:00 29,2 21,6 | 14,1|1009,9 0| 81 10,94

100 | 10/4/2019 00:00 29,7 23,71 19,2 1008,9 0| 81 8,13
101 | 11/4/2019 00:00 23,3 17,3 11,6 | 1013,1 0| 89 8,21
102 | 12/4/2019 00:00 25,7 17,2 10,3|1010,7 0| 82 11,3
103 | 13/4/2019 00:00 29,3 19,9 11| 1005,6 0| 80 10,66
104 | 14/4/2019 00:00 31,7 23,8 | 16,6 | 10074 0| 81 8,33
105 | 15/4/2019 00:00 21,4 184 148| 1013 49,25 98 1,77
106 | 16/4/2019 00:00 244 17,5| 10,8|1014,3 0| 90 11,86
107 | 17/4/2019 00:00 26,8 18,7| 11,6|1009,3 o 87 11,68
108 | 18/4/2019 00:00 28,7 21| 15,3 |1006,5 o 87 10,7
109 | 19/4/2019 00:00 30,5 24,1 20,1]|1005,4 0| 91 6,01
110 | 20/4/2019 00:00 26,8 22,8 18| 1007,5 0| 90 5,71
111 | 21/4/2019 00:00 22,5 18,2 14,7]|1010,5 0| 83 7,36
112| 22/4/2019 00:00 16,3 15,1 13,9]|1013,5 2,75 96 0,6
113 | 23/4/2019 00:00 20 16,2| 13,6|10153 0| 94 6,56
114 | 24/4/2019 00:00 17,4 15,7 13,8]|1014,5 30,51 99 0,6
115| 25/4/2019 00:00 18,9 182 17,5]|1011,3 22,51 99 0,95
116 | 26/4/2019 00:00 20,2 18,8 18 | 1008,7 45 99 3
117 27/4/2019 00:00 21,1 18,1 | 16,4| 10094 0 96 6,01
118 | 28/4/2019 00:00 23,7 18,4 14,7|1008,1 0| 91 11,14
119| 29/4/2019 00:00 26 17,8 12,2 1007,7 0| 90 11,7
120 | 30/4/2019 00:00 22,7 174| 13,6| 1013 o 78 11,14
121 1/5/2019 00:00 254 16,6 8,6|1011,2 0| 86 11,67
122 | 2/5/2019 00:00 26,9 20,3 15,3]1001,7 0o 89 10,18
123 3/5/2019 00:00 26,9 21,9 19,3|1003,1 o 97 4,07
124 | 4/5/2019 00:00 243 22,2 19,8 |1005,1 0,25 99 3,56
125 5/5/2019 00:00 23,6 21,9 19,8 10064 102,25 99 4,31
126 | 6/5/2019 00:00 22,6 189 16,6|1013,7 o 97 5,21
127 7/5/2019 00:00 20 174 15310124 1| 97 2,8
128 8/5/2019 00:00 20 17,6 | 15,5]|1010,9 0 98 4,02
129 | 9/5/2019 00:00 21,2 19,1 17,4|1002,8 0,5 99 1,29
130 | 10/5/2019 00:00 21,9 17,2 11,5]|1006,3 0| 88 9,93
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131 | 11/5/2019 00:00 21,3 13,7 8,41 1012,7 0| 85 11,17
132| 12/5/2019 00:00 23,5 14 6,5]1014,9 0| 82 10,75
133 | 13/5/2019 00:00 23,9 14,6 7,711018,6 0| 84 8,42
134 | 14/5/2019 00:00 21,4 14,6 9,311021,8 0| 89 7,56
135 | 15/5/2019 00:00 22,2 14,6 7,81 1020,2 0| 90 7,33
136 | 16/5/2019 00:00 24,1 17,2 10,5]|1015,9 0| 93 7,47
137| 17/5/2019 00:00 25,9 199 14,6| 1009 0 93 6,61
138 | 18/5/2019 00:00 23,5 19,5 16,9 1009,6 0 98 3,38
139| 19/5/2019 00:00 16,8 154 13,1|1011,9 0 99 0,89
140 | 20/5/2019 00:00 17,5 16,7| 15,6 1008,7 7,95 99 0,49
141 | 21/5/2019 00:00 16 14,4 12,1]|1013,3 0,75 99 1,24
142 | 22/5/2019 00:00 14,3 13,1 11,3]1016,7 0o 99 1,03
143 | 23/5/2019 00:00 18 11,9 7,21 1016,4 0| 88 7,94
144 | 24/5/2019 00:00 21,2 11,9 3,911012,5 o 87 7,66
145 | 25/5/2019 00:00 20,3 14,1 9,2 1009 0| 93 4,97
146 | 26/5/2019 00:00 21,2 16,1 12,2'] 1005,7 0| 95 4,3
147 | 27/5/2019 00:00 14,9 12,8 | 10,7| 1007 0 99 1,62
148 | 28/5/2019 00:00 19,8 14| 10,4|1010,2 o 97 5,08
149 | 29/5/2019 00:00 18,7 156 11,1| 1012 0 98 3,24
150 | 30/5/2019 00:00 16,2 149| 13,2 1010 0,75 99 1,16
151 | 31/5/2019 00:00 18,7 14,8 11,1|1011,6 0| 9% 5,32
152 1/6/2019 00:00 18 154 12,5]|1012,6 1,5 99 3,23
153 2/6/2019 00:00 18,7 13,1 9,6 | 1016,7 0o 99 3,74
154 |  3/6/2019 00:00 21,9 13,9 7,71 1019,7 0| 92 7,41
155| 4/6/2019 00:00 21,8 15,3 10,2|1016,7 0| 91 6,76
156 |  5/6/2019 00:00 21,8 16,4 13 | 10094 0 92 8.3
157 6/6/2019 00:00 24 18,6 | 14,8 1005,2 0 92 11,22
158 |  7/6/2019 00:00 19,6 15,7 85| 1013 0| 84 12,23
159 8/6/2019 00:00 20,7 11,4 4,4 10157 0| 81 13,74
160 |  9/6/2019 00:00 18,1 13,6 7,21 1010,4 0 99 5,41
161 | 10/6/2019 00:00 18,9 16,3| 11,8]1009,3 0,25 99 2
162 | 11/6/2019 00:00 23,5 19.4| 17,6 10074 o 97 7,89
163 | 12/6/2019 00:00 24,6 20,3 18,2 1004 0o 99 6,55
164 | 13/6/2019 00:00 23,7 20,5 18 | 1003,3 0,25 99 2,49
165 | 14/6/2019 00:00 17,2 15,4 14| 1010 0,75 98 5,35
166 | 15/6/2019 00:00 14,7 13,2 12,1]1010,3 11,751 99 0,33
167 | 16/6/2019 00:00 11,6 10,6 9,7 13,5 93

168 | 17/6/2019 00:00 11,1 10,5 10 | 1014,1 7,25 99 0,44
169 | 18/6/2019 00:00 17,4 12 9,1]1011,5 0,75| 86 11,36
170 | 19/6/2019 00:00 19,4 11,8 5,81 1016,1 0| 80 12,64
171 | 20/6/2019 00:00 19,6 11 3,21 1017,1 0| 85 12,21
172 | 21/6/2019 00:00 21,7 15,5 9,811012,8 0| 95 7,22
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173 | 22/6/2019 00:00 27,1 20,1 16,2]1012,3 o 97 9,42
174 | 23/6/2019 00:00 28,6 21,5 18| 1006,4 0 92 11,3
175 | 24/6/2019 00:00 23,4 193 17,1 999.4 0o 99 7,7
176 | 25/6/2019 00:00 16,6 9.3 3,6 59
177 | 26/6/2019 00:00 16,1 8,6 2,1|1011,9 0| 68 12,39
178 | 27/6/2019 00:00 18,4 11,3 5,11 1006,1 0o 75 11,98
179 | 28/6/2019 00:00 18,4 15,5| 12,8]1002,4 0o 99 2,71
180 | 29/6/2019 00:00 17,8 14,4 12,5]|1005,3 0 98 4,29
181 | 30/6/2019 00:00 14,4 10,2 610152 0| 93 9,57
182 1/7/2019 00:00 16 8,3 1,1 1015,8 0| 84 12,11
183 2/7/2019 00:00 17,2 9,9 4,8 1005 o 87 15,8 11,23
184 |  3/7/2019 00:00 15,4 7,1 1,41 1011,5 of 771 705]| 6,55
185| 4/7/2019 00:00 13,2 7,6 2,21 1016,7 0| 83 50,8 | 3,35
186 | 5/7/2019 00:00 11,4 5.1 0,1]1025,8 o 78 90,4 | 6,52
187 6/7/2019 00:00 13,9 53| -1,7]1025,5 0| 83 50| 6,31
188 |  7/7/2019 00:00 15,1 8,7 4,2 11020,3 o 79 141 | 5,67
189 8/7/2019 00:00 18,2 10,5 3,31 1015,7 0| 80| 1322 6,3
190 |  9/7/2019 00:00 223 14,3 7,31 1014,1 0| 86 539| 525
191 | 10/7/2019 00:00 23,3 169| 13,2|1010,6 0| 90| 556]| 494
192 11/7/2019 00:00 25,4 18,7| 14,5|1005,9 0| 93 701 4.1
193 | 12/7/2019 00:00 17,3 14,3 | 10,2|1008,6 0| 99| 142,8| 2,24
194 | 13/7/2019 00:00 16,8 11,7 69| 1012 0| 92 80,5| 4,32
195 | 14/7/2019 00:00 17,8 11,6 6,911013,4 0| 89 55,1 5,26
196 | 15/7/2019 00:00 20,4 12,9 5,0 o 75
197 | 16/7/2019 00:00 19,2 12,6 3,6 0| 64
198 | 17/7/2019 00:00 20,6 13,7 6,8 0| 66
199 | 18/7/2019 00:00 17,7 11,4 6,1|1013,6 0| 80
200 | 19/7/2019 00:00 14,2 9,3 4,6 10122 0| 88
201 | 20/7/2019 00:00 16,2 9,6 3,6 | 1004,0 02| 86
202 | 21/7/2019 00:00 17,5 10,6 39| 9964 0| 75
203 | 22/7/2019 00:00 19,4 12,8 7,911011,3 0| 55
204 | 23/7/2019 00:00 19,0 11,7 4,0 1017,6 1,2 80
205 | 24/7/2019 00:00 20,7 13,5 6,81 1023,5 1,8 86
206 | 25/7/2019 00:00 20,9 152 11,3]|1015,6 342 96
207 | 26/7/2019 00:00 23,6 174 12,5]|1016,5 06| 96
208 | 27/7/2019 00:00 26,1 19,1 14410223 06| 85
209 | 28/7/2019 00:00 29,5 21,6 | 14,4|1016,9 0| 94
210 | 29/7/2019 00:00 14,8 11,9 9.,411014,1 0| 94| 202| 2,64
211| 30/7/2019 00:00 18,8 12 44110135 0| 93 234 6,46
212 31/7/2019 00:00 24,6 16 10,2|1004,9 0,25 91 93,7 6,32
213 1/8/2019 00:00 18 14,1 7,21 1009,7 0| 70| 212,2| 3,46
214 |  2/8/2019 00:00 17 9 2,911022,5 o 71 96,8 | 7,17
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215 3/8/2019 00:00 18,4 9,1 2110243 0| 66 17,2 7,34
216 | 4/8/2019 00:00 18,8 10,6 2,6 1023 0| 74| 101,2| 7,32
217 5/8/2019 00:00 20,7 13 6,6 | 1016,4 0| 76| 176,2| 7,53
218 6/8/2019 00:00 25,6 16,8 | 10,8 | 10084 0| 76| 170,6| 7,45
219| 7/8/2019 00:00 18,8 14,1 81 1012,6 0| 90| 164,2| 6,37
220 8/8/2019 00:00 13,6 12,3 10,6|1015,6 0| 91| 276,7| 1,64
221 9/8/2019 00:00 10,6 8,8 7,211014,7 7,51 99| 2149 2,22
222 | 10/8/2019 00:00 17,3 8,6 0,7 | 1016,1 0| 76 542 8,42
223 | 11/8/2019 00:00 18,6 11,4 4,9 10104 o 78 91,8
224 12/8/2019 00:00 17,8 11,0 5,811017,7 0| 71| 126,8
225 | 13/8/2019 00:00 13,0 6,3 0,6 | 1030,2 0| 68| 150,8
226 | 14/8/2019 00:00 13,4 6,9 1,1|1027,1 0| 70| 1175
227 | 15/8/2019 00:00 17,7 10,3 3,71 1017,1 0| 75| 186,1
228 | 16/8/2019 00:00 25,5 15,5 6,8 | 1008,2 0| 81 85,1
229 | 17/8/2019 00:00 22,3 17,31 10,9 | 1004,1 0| 80 14,0
230 | 18/8/2019 00:00 17,7 11,4 6,1|1018,5 0| 81| 1155
231| 19/8/2019 00:00 14,2 9.3 4,6 | 1023,8 0| 67| 1313
232 | 20/8/2019 00:00 16,2 9,6 3,6 10243 0| 67| 1158
233 | 21/8/2019 00:00 17,5 10,6 3,911021,6 0| 68| 78,6
234 | 22/8/2019 00:00 19,4 12,8 7,911022,2 0| 64| 1714
235 | 23/8/2019 00:00 19,0 11,7 4,0(1019,8 o 71 12,1
236 | 24/8/2019 00:00 20,7 13,5 6,81 1015,6 0| 67 2,8
237 | 25/8/2019 00:00 20,9 152 11,3]1012,3 38| 76| 1237
238 | 26/8/2019 00:00 23,6 174 12,5|1012,1 06| 88| 952
239 | 27/8/2019 00:00 26,1 19,1 14,4]1014,8 0| 82| 963
240 | 28/8/2019 00:00 29,5 21,6 | 14,4|1006,7 0| 74| 1584
241 | 29/8/2019 00:00 25,7 21,0 14,5|1004,4 0| 62 88,5
242 | 30/8/2019 00:00 18,5 14,9 10,5|1009,6 24| 78| 157,9| 5,34
243 | 31/8/2019 00:00 17,5 13,6 9,211016,2 0/590| 984
244 1/9/2019 00:00 21,4 12,7 4,11016,5 0(57,0| 106,0
245 2/9/2019 00:00 20,9 12,8 5,411013,0 0l61,3| 1728
246 | 3/9/2019 00:00 23,1 13,3 6,6 | 1020,8 0570 747| 8,34
247 |  4/9/2019 00:00 16,9 10 1,91 1023,6 0| 63 784 9,63
248 5/9/2019 00:00 15 10,6 7,111022,2 0| 67| 196,9| 8,94
249 | 6/9/2019 00:00 18,4 12,2 6,811012,2 0| 84| 1374 6,78
250 |  7/9/2019 00:00 21,1 16 12,1 |1008,5 0 92 113 | 7,23
251 8/9/2019 00:00 19,9 15,3| 10,1|1007,3 0 92 64| 6,27
252 | 9/9/2019 00:00 16,6 15| 13,6 1004,2 69,25 99| 187,6| 2,41
253 | 10/9/2019 00:00 17,9 152 12,8]1012,5 0| 96| 108,5| 4,97
254 | 11/9/2019 00:00 19,7 152 11,2]1012,5 0| 91| 145,1| 7,39
255 | 12/9/2019 00:00 18,7 12 7,21 1017,8 0| 81| 1152|11,11
256 | 13/9/2019 00:00 20,4 12,7 4,7(1016,2 0| 80| 81,6| 115
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257 | 14/9/2019 00:00 24 17| 10,4|1007,9 0| 86| 120,8|10,88
258 | 15/9/2019 00:00 29,2 214 | 14,1 1000,1 0| 87| 169,5| 9,65
259 | 16/9/2019 00:00 21,6 17 10,8 |1011,5 0| 76 251 7,81
260 | 17/9/2019 00:00 21,5 14,5 5,51 1009,9 0| 62| 41,8]| 9,45
261 | 18/9/2019 00:00 26,6 17,1 9| 1004,1 0| 66| 735]|11,57
262 | 19/9/2019 00:00 20,3 14,7 8,2 1003,9 0| 63| 194,7| 895
263 | 20/9/2019 00:00 21 12,2 3,911015,9 0| 56 53,5112,28
264 | 21/9/2019 00:00 24,2 14,2 4,311016,8 0| 60| 6421266
265 | 22/9/2019 00:00 24,6 16,4 6,6 | 1020,3 0| 66| 1459]12,52
266 | 23/9/2019 00:00 23 16,5 11,2]|1016,9 0| 69| 199,2|10,29
267 | 24/9/2019 00:00 27,6 18,3 9,6 1015,8 0| 68| 46,2|12,77
268 | 25/9/2019 00:00 29,6 18,8 8,5|1014,8 0| 69 19,9 12,71
269 | 26/9/2019 00:00 30 20,7 9,91 1013,5 0| 65 70,7 [ 12,46
270 27/9/2019 00:00 27.8 21,2 14,9|1011,5 0| 70| 2445|1236
271 | 28/9/2019 00:00 28,1 20,4 13,4|1008,4 0 77| 198,3]12,25
272 29/9/2019 00:00 33,6 24,3 151 1002,8 0| 73| 191,8|11,82
273 | 30/9/2019 00:00 37,2 283 21,2| 9939 0| 66 194 | 10,16
274 | 1/10/2019 00:00 22,8 16,7 14,3| 999,1 1,75 90| 315,7| 1,99
275 | 2/10/2019 00:00 18,9 159 13,9]1010,6 0| 71| 27577| 8,49
276 | 3/10/2019 00:00 16,6 143 12910142 1,25 96| 159,1| 1,15
277 | 4/10/2019 00:00 15,3 143 12,8]|1012,3 1,25 99| 1543| 1,59
278 | 5/10/2019 00:00 20,1 14,7| 10,9|1016,4 0| 81| 149,5]|14,09
279 | 6/10/2019 00:00 23,6 15,5 6,81 10153 o 73 72,1 15,81
280 | 7/10/2019 00:00 29 20,5| 11,1|1008,9 o 79 100 | 14,75
281 | 8/10/2019 00:00 23,7 192 17,3|1011,8 8,25 89| 1149 4,76
282 | 9/10/2019 00:00 30,7 23| 15,5(1008,4 0| 80| 134,1]12,98
283 | 10/10/2019 00:00 34,5 264 | 18,6 1002,7 0| 75| 183,2|12,84
284 | 11/10/2019 00:00 38,5 30 22| 9988 0| 72| 150,5|12,32
285 | 12/10/2019 00:00 39,8 31 25| 9964 0| 76| 190,8|12,31
286 | 13/10/2019 00:00 23,9 20,9 | 15,8 1008,5 10 90 248 | 9,01
287 | 14/10/2019 00:00 15 12,7 9.811019,4 1,75| 82| 248,1| 5,14
288 | 15/10/2019 00:00 12,7 10,9 8,41 10189 3751 95| 1554 2,18
289 | 16/10/2019 00:00 16,6 149 12,7|1013,4 2251 991 709 2,54
290 | 17/10/2019 00:00 20,2 17,6 | 14,4 1009,7 41 97 88,3 5,18
291 | 18/10/2019 00:00 259 18,7| 11,4]|1014,2 0| 79| 108,5]15,23
292 | 19/10/2019 00:00 254 18,8 11,3 10159 0| 74| 113,3]14,65
293 | 20/10/2019 00:00 17,2 15 13(1012,2 7,75 98 65,1 1,11
294 | 21/10/2019 00:00 234 17| 10,9|1011,4 0 81 84,6 | 15,45
295 | 22/10/2019 00:00 21,4 16,6 | 11,5]|1011,4 0| 89| 9581096
296 | 23/10/2019 00:00 27,3 19,3 | 11,7|1010,7 0| 80| 384]12,26
297 | 24/10/2019 00:00 29,8 21,7 14 | 1008,9 1,75 77| 118,4|13,32
298 | 25/10/2019 00:00 30,6 22,61 16,3]1010,3 1,5 78| 132,3]15,25
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299 | 26/10/2019 00:00 31,5 242 16,1]1002,1 0| 68| 223,8|14,71
300 | 27/10/2019 00:00 29,4 24,5 20,1 | 998,2 0| 85| 2345| 9,68
301 | 28/10/2019 00:00 29 239 19,1 998 0| 88| 148,7|10,69
302 | 29/10/2019 00:00 25,7 21,1 17.8] 999,8 0,25 96| 1755| 6,36
303 | 30/10/2019 00:00 22,5 19,6 | 16,6 | 1004,9 0,25 95| 171,5| 2,38
304 | 31/10/2019 00:00 26,5 20,4 | 12,7|1010,6 0] 82| 190,2|15,21

ANEXO III Cromatolaminas y Cromatogramas

CCF
1 MeOH de A. majus 11 MeOH de S. americanus fl
2 Ac de A. inulaefolium hj 12 H de S. californicus rz
3 MeOH de A. inulaefolium hj 13 Ac de S. californicus rz
4 MeOH de B. salicifolia 14 Ac de F. officinalis
5 MeOH de E. plantagineum pa 15 H de P. acuminatum
6 Ac de E. plantagineum fl 16 DCM de P. madagascariensis
7 MeOh de R. rugosum pa 17 H de P. madagascariensis
8 H de R. rugosum fl 18 DCM de P. neochilus
9 MeOH de R. rugosum fl 19 H de P. neochilus
10 H de S. americanus fl
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Reactivo de Dragendorff
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Reactivo cloruro férrico
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