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RESUMEN
Los citricos representan una parte importante de la dieta diaria y son susceptibles de

enfermedades de campo y poscosecha causadas por hongos fitopatégenos como Penicillium
digitatum, Penicillium italicum, Geotrichum citri-aurantii y Phyllosticta citricarpa. Para su
control se emplean fungicidas, pero se han observado incrementos en las poblaciones de
patégenos capaces de resistir las dosis comerciales, por lo que se busca acceder a alternativas
naturales para este fin. Inicialmente en esta tesis, se caracteriz6 la produccién mundial,
sudamericana y nacional de naranjas, indicando la baja incidencia mundial de la produccién
argentina y la necesidad de reposicionarla. Luego, se aislaron los principales patégenos de
citricos para las pruebas de susceptibilidad posteriores y se los identificé morfoldgica y
molecularmente. Se realiz6 la busqueda de reportes de resistencia y de los fungicidas
comerciales utilizados actualmente (dosis, asociaciones, grupos quimicos, sitio de accién). Se
elaboraron fichas descriptivas de las 26 especies vegetales seleccionadas, y se obtuvieron 42
extractos fijos y 5 aceites esenciales. Los extractos que resultaron mas activos in vitro fueron los
de Orthosia virgata, Petiveria alliacea, Funastrum clausum, Albizia inundata, Solanum
caavurana, Solanum pilcomayense y Persicaria acuminata, que inhibieron el 100% del
crecimiento de al menos uno de los cuatro fitopatégenos estudiados. Los aceites esenciales
obtenidos de Pelargonium graveolens, Melaleuca linearis y Lippia turbinata demostraron un
buen desempeiio frente a dos de los patégenos estudiados (P. digitatum y P. italicum). En los
ensayos de poscosecha con naranjas var. “Salustiana’, los extractos diclorometdnico de S.
pilcomayense y de P. acuminata redujeron considerablemente la incidencia y severidad de la
enfermedad causada por P. digitatum; el extracto diclorometdnico de S. pilcomayense y el aceite
esencial de L. turbinata fueron capaces de controlar la enfermedad causada por P. italicum;
mientras que el extracto diclorometdnico de P. acuminata no redujo la incidencia, pero si la
severidad de la enfermedad causada por G. citri-aurantii. Los parametros de calidad (pérdida de
peso, porcentaje de jugo, SST y acidez titulable) de las frutas tratadas con estos productos
naturales, no presentaron diferencias significativas relevantes respecto al control con agua,
indicando que los mismos no afectarian los aspectos de calidad de las naranjas. Finalmente,
mediante la técnica CG-EM se describi6 la fitoquimica de los aceites esenciales obtenidos, y
entre los mds activos se hallé la presencia de D-limoneno, 1,8-cineol, isémeros de terpineol y
geraniol como principales componentes. Se concluye que los productos naturales evaluados en
esta tesis, provenientes de especies vegetales nativas, controlan algunos patégenos de citricos in

vitro y en la etapa de poscosecha.

Palabras claves: Productos Naturales, Especies nativas, Fungicidas, Poscosecha, Citricos.



ABSTRACT

Citrus fruits are an important component of the daily diet. They are vulnerable to field and
postharvest diseases caused by phytopathogenic fungi such as Penicillium digitatum,
Penicillium italicum, Geotrichum citri-aurantii, and Phyllosticta citricarpa. While fungicides
are commonly used for their control, there has been an increase in pathogen populations
resistant to standard commercial doses, driving the search for new natural alternatives for
disease management. In this thesis, the global, South American, and national production of
oranges was characterized, highlighting the low global contribution of Argentina's production
and the need for its repositioning in the market. The main citrus pathogens were then isolated
for subsequent susceptibility testing and identified morphologically and molecularly. A review
was conducted on the resistance reports and commercial fungicides currently in use, including
their dosages, chemical groups, and modes of action. Descriptive sheets were prepared for 26
selected species, from which 42 extracts and 5 essential oils were obtained. The most active
extracts in vitro were those from Orthosia virgata, Petiveria alliacea, Funastrum clausum,
Albizia inundata, Solanum caavurana, Solanum pilcomayense, and Persicaria acuminata,
which inhibited 100% of the growth of at least one of the four studied phytopathogens. Among
the essential oils, those obtained from Pelargonium graveolens, Melaleuca linearis, and Lippia
turbinata demonstrated good efficacy against two of the studied pathogens (P. digitatum and P.
italicum). In postharvest trials with Citrus sinensis cv. 'Salustiana’, the dichloromethane extracts
of S. pilcomayense and P. acuminata significantly reduced the incidence and severity of P.
digitatum infection, while the dichloromethane extract of S. pilcomayense and the essential oil
of L. turbinata effectively controlled P. italicum. Although the dichloromethane extract of P.
acuminata did not reduce the incidence of G. citri-aurantii, it did decrease the severity of the
disease. Quality parameters (weight loss, juice percentage, total soluble solids, and titratable
acidity) of the treated fruits showed no significant differences compared to the water control,
indicating that the natural products did not adversely affect the quality of the oranges. Finally,
the phytochemical profile of the obtained essential oils was analyzed using gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), revealing that the most active oils contained D-
limonene, 1,8-cineole, terpineol isomers, and geraniol as their main components. In conclusion,
the natural products evaluated in this thesis, derived from native plant species, effectively

control certain citrus pathogens both in vitro and during the postharvest stage.

Keywords: Natural products, Native Species, Fungicides, Postharvest, Citrus.



Introduccion general, Hipétesis, Objetivos y Esquema de la Tesis

Los citricos forman parte de la familia botanica Rutaceae, la cual estd compuesta por
alrededor de 160 géneros que incluyen mds de 1600 especies, que comprenden esencialmente
arboles o arbustos adaptados a las regiones tropicales y subtropicales. Son cultivos frutales muy
apreciados en todo el mundo (Talén ef al., 2020). China, Brasil y Estados Unidos son los

mayores productores de citricos, seguidos por México, India y Espafia (Ma et al., 2020).

Los citricos representan una parte importante de la dieta diaria, son populares en todo el
mundo y se consumen principalmente como frutas frescas o procesados en jugos y mermeladas
(Ma et al., 2020). El jugo de naranja (Citrus sinensis) es la bebida de jugo preferida en todo el
mundo, su aceite esencial natural es utilizado comercialmente para dar sabor a alimentos,
productos de tocador, cosméticos y perfumes; esto se debe a que los citricos presentan una

mezcla compleja en bajas concentraciones de compuestos volétiles (Wang et al., 2020).

Los citricos también son beneficiosos para la salud humana por la amplia gama de
compuestos que poseen (Lv et al., 2015). Los fitoquimicos de los citricos, especialmente los
flavonoides y los carotenoides, tienen una amplia gama de actividades farmacolégicas y juegan
un papel importante en la prevencion y el tratamiento de enfermedades relacionadas con el
estilo de vida (Ma et al., 2020). En particular, las naranjas son una excelente fuente de 4cido
ascorbico (vitamina C), que es un poderoso antioxidante y adecuado para la salud humana (Ma

et al., 2020).

Las frutas son organismos vivos que se mantienen a humedades relativas altas para
protegerlas de la deshidratacién y de la pérdida de peso (Belay et al., 2019). El transcurso de la
vida comercializable se ve afectada por la temperatura, humedad relativa, composicién de la
atmoésfera durante y después de la cosecha, entre otras condiciones. Las frutas son susceptibles a
infeccién por diversos microorganismos e insectos (Shuping y Eloff, 2017); es por ello que
deben prepararse adecuadamente y someterse a tratamientos poscosecha adecuados para
soportar un transporte y almacenamiento prolongados que pueden exceder la tolerancia
fisioldgica a estas condiciones extremas (Zacarias et al., 2020). En esta etapa de poscosecha, se

pueden presentar diferentes enfermedades si no se realiza un adecuado acondicionamiento.

Las enfermedades de poscosecha, son aquellas alteraciones provocadas por factores
bidticos. En el caso de los citricos, estas suelen ser causadas por hongos filamentosos (Zacarias

et al., 2020; Dean et al., 2012).

Los hongos fitopatégenos infectan la fruta a través de heridas en la cédscara o lesiones

ocasionadas durante la cosecha, el transporte y el manejo de poscosecha. Los agentes mads
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importantes desde el punto de vista econdmico por las pérdidas cuantiosas que producen son los
denominados patdgenos de heridas constituidos por los mohos verde y azul (Penicillium
digitatum (Pers.: Fr.) Sacc. y Penicillium italicum Wehme), respectivamente (Figura 1.A y 1.B);
Geotrichum citri-aurantii (Ferraris), que causa la podredumbre amarga (Figura 1.C); Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.) Vuill. y Mucor piriformis A. Fisch, que causan la pudricién por Rhizopus y
de Mucor, respectivamente. Los dos dltimos patégenos son similares y se conocen cominmente

como podredumbre blanda o podredumbre acuosa (Dean et al., 2012).

Figura 1: A. Fruta cubierta de Penicillium digitatum (Pers.) Sacc (Moho verde) y en
menor proporcion por Penicillium italicun Wehmer (Moho azul); B. Penicillium italicum

Wehmer (Moho azul); C. Geotrichum citri-aurantii (Ferraris) (Podredumbre amarga).

Otros patégenos de poscosecha importantes, llamados patdégenos latentes, infectan la
fruta en el campo durante la temporada de crecimiento y permanecen latentes o inactivos hasta
que reanudan su crecimiento después de la cosecha. Las principales especies de este grupo
incluyen: Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon y Maubl. y Phomopsis citri H.S. Fawc., que
causan las enfermedades conocidas como pudriciones del pedinculo; Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc., que causa la antracnosis; Phytophthora spp., que causa la
podredumbre parda; Alternaria spp., que causa la mancha marrén; y Botrytis cinerea Pers.: Fr.,
que causa el moho gris (Zacarias et al., 2020). Otros patdgenos latentes poco frecuentes son
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Fusarium oxysporum Schltdl., y Trichothecium roseum

(Pers.) Link (Smilanick et al., 2006).

Phyllosticta citricarpa (teleomorfo: Guignardia citricarpa) es un patégeno que causa la
enfermedad conocida como mancha negra y puede manifestarse tanto a campo como en la
poscosecha. El hongo puede multiplicarse sobre frutos secos, hojas y ramas de la planta y en
hojas caidas en el suelo. Las lesiones afectan inicamente la piel del fruto, no alteran la calidad

del jugo. La mancha negra, ademds de provocar la caida del fruto, le otorga un aspecto



manchado (Figura 2), lo que dificulta su comercializacion en el mercado fresco. Se trata de una
enfermedad cuarentenaria y, por tanto, los frutos de zonas contaminadas no pueden exportarse a

zonas libres de la enfermedad (Silva Junior, 2019).

Figura 2: Sintoma tipico de mancha negra (Phyllosticta citricarpa) en frutos
y hojas de limonero. En detalle se observa una ampliacion de los picnidios que conforman el

signo del patégeno.

Las pérdidas econdmicas por las enfermedades de almacenamiento podrian exceder a
aquellas causadas a campo (Harvey, 1978). En paises desarrollados, esta pérdida puede
representar hasta el 25%; en tanto que en los paises en desarrollo es a menudo mads alta,

excediendo el 50% (Eckert y Ogawa, 1985; Priyadarshi et al., 2020).

Para prevenir las infecciones de hongos fitopatdgenos, se requiere un amplio
conocimiento de la epidemiologia de las principales enfermedades que pueden manifestarse a
campo y sus estrategias de manejo, asi como una cuidadosa manipulacion de las frutas durante
la cosecha y almacenamiento, y la aplicacién de medidas de higiene en los galpones de
empaque. Las reducciones de las enfermedades en frutas, se realizan principalmente utilizando
fungicidas (Tripathi y Dubey, 2004). El uso reiterativo en el campo y en los galpones de
empaque de ciertos fungicidas como los benzimidazoles o estrobilurinas, tienden rdpidamente a
generar resistencia en los patégenos (Agostini, 2008; Whiteside, 1980; Stammler et al., 2013;
Hincapie et al., 2014).

Por otro lado, a pesar de la eficacia de las medidas preventivas de limpieza y
desinfeccion de equipos e instalaciones para la reduccion de la poblacién patégena, es la propia
fruta la que generalmente llega contaminada del campo, por lo que se hace necesario realizar
tratamientos dirigidos a controlar de forma activa las podredumbres mediante productos

quimicos. No obstante, en ambientes donde se ha hecho un uso continuo de ellos, se han
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observado incrementos en las poblaciones de los patégenos, capaces de resistir las dosis
comerciales de estos fungicidas, provocando una pérdida en la efectividad comercial del

producto (Delgado et al., 1997; Lado y Pérez, 2009).

Investigar y experimentar nuevas técnicas que mejoren la calidad de las frutas frescas
para mercado interno o para la industria y especialmente la destinada a exportaciones, es una
prioridad fundamental para el desarrollo fruticola de nuestro pais, sobre todo si contribuyen a
mantener muy bajo el grado de contaminacién ambiental. En este contexto, una de las defensas
mds importantes de las plantas, es la produccién de metabolitos secundarios que poseen un
amplio rango de actividades bioldgicas. Los productos naturales de plantas ofrecen un conjunto
de agentes antifiingicos estructuralmente diferentes que podrian representar una alternativa a los
fungicidas sintéticos para el control de hongos fitopatégenos (Singh et al., 2003). Estos
compuestos son selectivamente activos frente a distintas especies flingicas, biodegradables, y
potencialmente adecuados para ser usados como agroquimicos en programas integrados de

control de enfermedades (Kim et al., 2004).

Hipétesis y objetivos de trabajo
Hipoétesis
Los productos naturales provenientes de plantas nativas controlan a patdgenos de

citricos en la etapa de poscosecha.

Objetivo general

Evaluar potenciales fungicidas naturales como alternativas al uso de productos de
sintesis en la poscosecha de citricos, a través del uso de extractos o aceites esenciales vegetales

que resulten ambientalmente amigables.

Objetivos especificos

1) Aislar y caracterizar morfolégica y molecularmente las cepas fungicas que

provocan mayores pérdidas econdmicas en la industria citricola del Litoral.

2) Obtener extractos y/o aceites esenciales de las especies vegetales nativas
seleccionadas, utilizando solventes de distintas polaridades y métodos extractivos
que aseguren la extraccién diferencial de todos sus metabolitos secundarios

bioactivos.

3) Evaluar la capacidad antifungica “in vitro” de todos los productos naturales

obtenidos, frente a las especies de hongos fitopatogenos aislados previamente.



4) Evaluar la capacidad antifingica en modelos “in vivo” de aquellos productos que
resultaron activos en la etapa “in vitro” y determinar su influencia en los parametros de calidad

de los frutos.

5) Caracterizar quimicamente los aceites esenciales activos, con el fin de detectar los

compuestos responsables de la actividad antiftingica.

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 analiz6 la situacion actual de la produccién mundial, sudamericana y
nacional de naranjas. Para ello, se realizaron regresiones de los datos obtenidos de fuentes
internacionales y nacionales. Se describi6 el aislamiento y caracterizacién de los patégenos
fiingicos que provocan las mayores pérdidas econémicas en la poscosecha de naranjas. Ademds,
se realiz¢ la identificacién morfoldgica y molecular de los patégenos y el depdsito de las cepas
en el CEREMIC (Centro de Referencia en Micologia de la UNR). Se analizaron los principios
activos de sintesis quimica recomendados actualmente, y los casos correspondientes de

resistencias reportadas en cultivos varios y en los de interés (naranjas).

En el capitulo II se describid la seleccion, recoleccion e identificacion de las especies
vegetales a evaluar. También, 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 III se describi6 la evaluacion in vitro de los productos naturales obtenidos
de las especies vegetales seleccionadas. Se utilizaron distintos bioensayos de acuerdo a la
naturaleza quimica de cada producto, utilizando controles positivos (de crecimiento) y negativos

(de inhibicién con fungicidas comerciales).

En el capitulo IV, se inform6 la capacidad fungicida in vivo en poscosecha de aquellos
productos naturales que resultaron mds activos en la evaluaciéon in vitro. Se evaluaron

pardmetros de calidad de las frutas tratadas con los fungicidas alternativos.

Finalmente, en el capitulo V, se describié la caracterizacién quimica de los aceites
esenciales que presentaron mayor actividad fungicida en las etapas anteriores. Se utilizaron

técnicas de CG-EM y se analizaron los perfiles quimicos.



Cada capitulo contiene una breve introduccién, la metodologia aplicada, los resultados
obtenidos y las respectivas discusiones y conclusiones. Al final de la tesis se incorpora una

discusién general y conclusiones.



Capitulo I: Caracterizacion productiva de naranjo. Identificacion de los hongos
fitopatogenos en estudio y su resistencia a fungicidas

Introduccion
Produccion nacional e internacional de citricos

Los citricos (Rutaceae) se cultivan en mas de cien paises y sus frutos son ampliamente

consumidos en todo el mundo.

A nivel mundial, los citricos son los frutales de mayor produccién y comercializacion;
las naranjas representan 47.215.000 toneladas, los limones 9.557.000 toneladas, las mandarinas
32.871.000 toneladas y los pomelos 6.992.000 toneladas. La produccién de frutos citricos es
liderada por China y le siguen en orden de importancia Brasil, Estados Unidos, Espaiia, México

Turquia y Argentina (Federcitrus, 2022).

En cuanto al mercado de exportacién de frutas frescas, Argentina cuenta con la ventaja
de producir en contra estacion respecto al hemisferio norte, donde se encuentran los paises de
mayor demanda, pero a su vez de mayor exigencia en calidad e inocuidad alimentaria. Otros
paises productores y exportadores del hemisferio sur son Sudifrica, Australia, Uruguay, Chile,

Bolivia y Peru (Federcitrus, 2022).

Las principales zonas de produccién a nivel nacional son el noreste (NEA) constituida
por las provincias de Entre Rios, Misiones, Corrientes, Buenos Aires y Formosa; y el noroeste
(NOA) integrada por las provincias de Jujuy, Salta, Tucuman y Catamarca. La localizacién de la
produccién citricola Argentina se encuentra en el NEA (35,13%) y en el NOA (64,87%). La
especie de mayor produccién es el limén (2.062.000 tn) localizado en su mayoria en la
provincia de Tucumaén. El segundo cultivo en el pais es el de naranjas (1.038.168 tn) y el tercero
es el de mandarinas (421000 tn), ambas especies son de importancia en Entre Rios y Corrientes,
ocupando cada una de ellas una superficie cercana a las 20.000 ha. En cuarto lugar, se encuentra

el cultivo de pomelo (115000 tn) que es significativo en Salta y Formosa (Federcitrus, 2022).

La produccion del sector citricola argentino genera un valor econdmico de
aproximadamente 1119 millones de ddlares anuales, considerando mercado interno y
exportacion; de los cuales el 53% corresponden a frutas frescas, el 13% a jugos concentrados, el

14% a los aceites esenciales y el 20% a cascara (INDEC, 2022).

Los citricos producidos en Argentina se comercializan en mas de 50 mercados, siendo
los principales: Paises Bajos (19,56%), Rusia (18,69%) y Estados Unidos (17,95%)

(FEDERCITRUS, 2022).
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En cuanto a la regién central del pais, la produccion se localiza en el sector limitrofe
entre las provincias de Buenos Aires y Santa Fe (San Pedro, San Nicolds, Ramallo y Baradero).
Si bien su importancia nacional es poco significativa, presenta ventajas comparativas como la
cercania a los grandes mercados consumidores (Buenos Aires, Rosario, Santa Fe y Cérdoba) y
posee muy buena infraestructura comercial (rutas, autopistas, galpones de empaque). Como
desventaja, constituye un drea de riesgo por heladas que pueden comprometer la calidad de la

fruta y la vida de la planta (Palacios, 2005).

La importancia de la actividad estd dada no solo por la superficie que ocupa sino por el
nivel tecnolégico desarrollado, las industrias instaladas, la generacién de empleo, la cantidad de

galpones de empaques y las empresas exportadoras (MCBA, 2018).

El productor obtiene mayor rentabilidad en el mercado de exportacion; es el mercado
mds exigente en cuanto a la calidad de fruta, siendo una condicién necesaria para poder producir
y vender (MCBA, 2018). Es por ello que el manejo de poscosecha trata de lograr frutos con la
mds alta calidad, aumentando su vida poscosecha y reduciendo las pérdidas de produccién,

obteniendo frutos comercialmente aptos (Palou, 2014).

Principales patégenos que afectan la produccion citrica a campo y en la poscosecha

Los hongos son microorganismos que habitan en diferentes ambientes como suelo,
plantas, fuentes de agua y alimentos (Maheswari y Komalavalli, 2013; Sartori et al., 2013).
Existen numerosas especies de hongos responsables de pérdidas en poscosecha de frutas y
verduras (Udoh et al., 2015) de las cuales sélo el 5-13% del total han sido caracterizadas
(Maheswari y Komalavalli, 2013). Es por ello, que es importante el reconocimiento e
identificacién de mas especies, para realizar controles bioldgicos, ecoldgicos, asi como también,
tener en cuenta aspectos industriales (Blackwell, 2011). Las identificaciones morfolégicas y
bioquimicas de los hongos requieren de tiempo y de gran habilidad. La generacién de varios
morfo/biotipos dentro de una especie, podria generar una designacion incorrecta debido a que
los patégenos pueden presentar alta variabilidad intraespecifica o comprender especies cripticas
que pueden diferir fuertemente de la especie supuesta (Al-Fadhal et al., 2018). Por lo cual,
ademds del uso de la identificacién morfoldgica, es necesaria la identificacién molecular que
puede proveer alta especificidad para distinguir entre las especies y subespecies de hongos, a
diferencia de las pruebas morfolégicas y bioquimicas utilizadas en el diagndstico de laboratorio
(Saad et al., 2004). Las técnicas de identificacion molecular basadas en el analisis estandarizado
de fragmentos de ADN cortos y de facil amplificacién por reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR), proporcionan un cddigo de barras tnico para la determinacién e identificacion de

diferentes aislamientos ftingicos hasta un nivel de especie (Landeweert et al., 2003).
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En el cultivo de los citricos se consideran de importancia econémica las pérdidas
poscosecha producidas por origen fitopatégeno (aproximadamente el 30% de la produccidn).
Los mohos verdes y azules, causados por Penicillium digitatum (Pers.: Fr.) Sacc. y Penicillium
italicum Wehmer, respectivamente, y la podredumbre acida causada por Geotrichum citri-
aurantii Ferraris, son las enfermedades de poscosecha de mayor importancia econdémica, ya que
afectan no solo a la cantidad sino también a la calidad de los frutos citricos que, una vez
infectados, deben desecharse del lote de produccién (Smilanick et al., 2008; Palou, 2014).
Ademas, Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa es un hongo de suma importancia para el area
citricola, ya que es el responsable de la enfermedad denominada Mancha Negra de los Citricos
(MNC). Este patégeno produce manchas en las hojas y en los frutos, con la consecuente
depreciaciéon de la misma, aunque las pérdidas mas importantes surgen de las restricciones
cuarentenarias impuestas por el mercado internacional. Debido a que P. citricarpa esta
clasificada como una enfermedad cuarentenaria por la Unién Europea, esto significa que no estd
permitido el ingreso de fruta infectada a dicha regién, lo cual causa importantes pérdidas
econdémicas a los paises exportadores de fruta fresca (Aguilar-Vildoso et al., 2002; Kotzé,

2000).

A continuacién, se realiza una breve descripciéon de los hongos fitopatégenos

mencionados anteriormente, los cuales son objeto de estudio en esta tesis.

Penicillium digitatum (Pers.: Fr.) Sacc.

El género Penicillium pertenece a la familia Aspergillaceae, orden FEurotiales
(Mycobank, 2022) causante del moho verde de las naranjas y citricos en general, es uno de los
hongos que mayores pérdidas econémicas produce, tanto luego de la cosecha como durante el
tiempo de estanteria de la fruta (Delgado et al., 1997; Lado y Pérez, 2009). Este patégeno
ingresa por heridas, causando infecciones dentro de las 48 h a temperaturas 6ptimas de 20 a 25
°C (Eckert y Eaks, 1989) (Figura 3). Los conidios son producidos en grandes cantidades, se
dispersan con el viento y generalmente son muy abundantes en los empaques y también en los
huertos (Palou er al., 2008). Por ello, la contaminacién con este hongo puede presentarse en el
campo, estando todavia el fruto en el arbol, durante la cosecha y transporte, en el empaque, o

durante el periodo de distribucion y venta en los mercados (Tuset, 1987).

La especie P. digitatum crece rapidamente en agar de extracto de malta (AEM) y agar
papa dextrosa (APD) en forma de colonias planas. El anverso de la colonia es de color verde
oliva y el reverso incoloro a amarillo crema, de textura aterciopelada. El hongo puede germinar
en medios artificiales a 25 °C y, en algunos casos, puede producir colonias de hasta 3 mm de

didmetro. No hay crecimiento a 37 °C (Palou, 2014).
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Penicillium italicum Wehmer

P. italicum es el causante del moho azul de las naranjas y citricos en general, también
produce grandes pérdidas y se han encontrado biotipos resistentes a los fungicidas comerciales
(Delgado et al., 1997; Lado y Pérez, 2009). Tal como ocurre con P. digitatum, los conidios se
dispersan con el viento y generalmente son muy abundantes en los empaques y también en los
huertos (Palou et al., 2008). La infeccién ocurre a través de heridas en la cascara de la fruta y se
desarrolla en 48 h a temperaturas 6ptimas de 20 a 25 °C (Plaza et al., 2003; Palou et al., 2008).
Las colonias crecen rdpidamente AEM y APD a 25 °C, son planas, con muchas esporas de color
azul o gris verdoso y el reverso es incoloro o gris a marrén amarillento. El aparato conidial
consta de cadenas enredadas de conidios, los conidi6foros se originan en el sustrato u

ocasionalmente en hifas superficiales (Palou, 2014).

P. digitatum y P. italicum generan podredumbres blandas; la zona afectada se agranda
rdpidamente y luego se observa el signo del hongo, conformado por micelio blanco que se cubre
con esporas verdes o azules, segin la especie. Finalmente, la fruta colapsa formando una masa

de tejidos descompuestos y himedos (Figura 3).

Geotrichum citri-aurantii Ferraris

El género Geotrichum pertenece a la familia Dipodascaceae, orden Saccharomycetales
(Mycobank, 2022). G. citri-aurantii causa podredumbre 4cida, agria o amarga; este hongo vive
en tejidos de plantas muertas o suelos de huertas y puede causar enfermedades en las frutas. Los
sintomas incluyen maceracién y desintegracion de la cuticula y pulpa de la fruta. Una vez que
los frutos se pudren, generan un fuerte olor a fermentado y rancio (Eckert y Eaks, 1989; Ogawa
et al., 1995). La podredumbre 4cida, es un grave problema en la poscosecha de los citricos; las
infecciones por este patégeno se originan principalmente a través de las heridas en la superficie
de los frutos durante la recoleccién o posteriormente en el manejo poscosecha (Liu ef al., 2010;
Feng et al., 2011) y estén directamente relacionada con las precipitaciones y humedad del suelo
en las distintas dreas citricolas. Si se presentan condiciones de alta humedad, aparece un micelio
blanco muy delgado sobre los frutos, constituyendo éste el signo de la enfermedad (Torres Leal

y Ramallo, 1996) (Figura 3).
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Figura 3: Aspectos generales del ciclo de las podredumbres causadas por Penicillium

spp. y G. citri-aurantii.

Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa

El género Phyllosticta pertenece a la familia Phyllostictaceae del orden
Botryosphaeriales (Mycobank, 2022). P. citricarpa es un patégeno causante de la mancha negra
de los citricos, una de las enfermedades fingicas mas importantes a nivel mundial en regiones
himedas de Africa, Asia, Oceania y América (Kotze, 2000). El periodo critico para la infeccién
comienza con el establecimiento de los frutos y dura por 4 6 5 meses. Las lesiones que produce
son diversas. La mancha tipica es el sintoma mas comiin, caracterizado por lesiones necroticas
deprimidas de color amarronado, con un borde oscuro, y generalmente con picnidios en su
interior. Otros tipos de sintomas que pueden encontrarse son: la falsa melanosis, la mancha
rojiza y castafia, y la mancha virulenta. En las hojas pueden producirse los sintomas de falsa
melanosis y mancha virulenta (Kotze, 2000; Silva Jr. et al., 2016). Si los sintomas aparecen
tempranamente, causa caida prematura de frutas y pérdidas de rendimiento, principalmente en
limoneros y naranjas tardias (Kotze, 2000; Spésito et al., 2007). Por lo general, los sintomas
aparecen luego de un periodo de latencia, durante la maduracién de los frutos o posteriormente
en la poscosecha y transporte (Agostini et al., 2006; Peres et al., 2007). Por lo tanto, los frutos
provenientes de paises en los cuales la mancha negra es endémica, representan un riesgo de
introduccién del patégeno a nuevas dreas, y tanto la Unién Europea como los Estados Unidos
imponen restricciones cuarentenarias a la importacién de fruta fresca desde estos paises

(Agostini et al., 2006; SENASA, 2006). En la Figura 4 se resume el ciclo de la enfermedad.
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3. Periodo critico para la infeccién
cuajado hasta 4-5 em (4-5 meses) y
brotes jovenes.

2. Germinan sobre el futo y la
hoja en presencia de agua
formando un apresorio que

penetra la epidermis y coloniza
unas pocas células, produciendo
infecciones latentes.

1. El inéculo primario son
las ascosporas de las hojas
caidas y frutos.

\

4. El fruto alecanza la madurez, las
infecciones dejan de ser latentes y
se ven los sintomas.

Conidios de P
cinicarpa
magnificacion 40X
La infeccion causada por los conidios es més localizada
porque se dispersan con la lluvia. Las ascosporas se
dispersan en el aire cuando se moja la hojarasca y
alcanzan mayores distancias.

Figura 4: Aspectos generales del ciclo biolégico de P. citricarpa.

La exigencia de productos de calidad y sanidad garantizada es cada vez mayor e impacta
directamente en la apertura o cierre de los mercados. Ademds, la preocupacién puiblica sobre la
inocuidad de los alimentos, ha aumentado el interés por encontrar alternativas a los fungicidas
de sintesis para el control de enfermedades en frutas. Consecuentemente, han avanzado distintas
y prometedoras vias que incluyen: uso de compuestos antifingicos naturales, tratamientos con
calor (utilizando bafnos de agua caliente y curado), modificaciones forzadas de temperatura
(altas o bajas), luz UV, utilizacién de productos quimicos de baja toxicidad como carbonato y
bicarbonato sédico, ozono, aceites esenciales y péptidos antimicrobianos, asi como la
combinacion de varios de ellos entre si (Chalutz y Wilson, 1990; D’ Hallewin et al., 2005; El
Ghaouth er al., 2004).

Debido a todo lo antes expuesto, en este capitulo se realiz6 la caracterizacién productiva
de la industria citricola, el aislamiento, la caracterizacién morfolégica y molecular para la
correcta identificacién de los hongos fitopatégenos de naranjas, ademds se explord las

principales medidas de proteccion utilizadas para su control segtin los manuales fitosanitarios.

Materiales y Métodos

Analisis de la produccion citricola
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Se realiz6 la bisqueda de informacién referida a la produccién mundial, sudamericana y
nacional de naranjas, 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 afio registrado 2016, de rendimiento y superficie cosechada a nivel mundial,

sudamericano, y en el caso de la informacién nacional, se reporta el periodo 1980-2016.

Ademads, se presentaron los datos recolectados de las importaciones y exportaciones
nacionales desde el afo 2000 hasta el dltimo registro 2021 de la base de datos UNSTATS

(Department of Economic and Social Affairs Statistics).

Aislamiento, caracterizacion y deposito de cepas fiingicas

El aislamiento de Penicillium digitatum, Penicillium italicum, G. citri-aurantii 'y
Phyllosticta citricarpa se realiz6 a partir de frutas que presentaban sintomas caracteristicos de
cada enfermedad causados por los distintos hongos. En el caso de las podredumbres se eligieron
especialmente aquellas piezas que presentaban areas de micelio reproductivo caracteristico.
Luego se realizé un raspado superficial del micelio aéreo con un ansa estéril y se repicd en
placas conteniendo APD (Agar-Papa Dextrosa). En el caso de P. citricarpa se obtuvieron
picnidios con anza de aguja esteril a partir de manchas tipicas y se sembraron en AVA (avena-
agar). Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante el tiempo suficiente hasta la
produccién de conidios. A partir de los cultivos obtenidos se realizaron aislados monospdricos
mediante técnica de transferencia de un conidio germinado. Los mismos se conservaron en
papel de filtro deshidratado con silica gel en el freezer a -20 °C y se depositaron en la coleccién
micolégica del CEREMIC, UNR y del ICiAgro Litoral, UNL, CONICET, FCA para posteriores

ensayos.

Identificacion molecular

Extraccion de ADN

Se colocé parte de micelio en crecimiento en APD de cada hongo en un tubo eppendorf
(aproximadamente un volumen de 200 uL). Se agregd 400 ul de buffer de lisis constituido por:
200 mM Tris-HCI 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 preparaciéon se incubd 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
coloc6 nuevamente en freezer (-20 °C), al menos durante 30 minutos. Luego se centrifugd a
10000 rpm por 8 minutos a 4 °C, descartdndose el sobrenadante. El pellet se dejé secar por al

menos 2 horas a temperatura ambiente. E1l ADN obtenido se resuspendié en 100 pl de buffer TE
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(10 mM de Tris HCI pH 7,4 y 1 mM EDTA pH 8). 1) PCR. Posteriormente a la extraccién de
ADN, de acuerdo al patégeno a identificar, se amplificé la regién del espaciador transcrito
interno del ADN ribosomal (ITS-rDNA, del inglés internal transcriber spacer) utilizando los
cebadores ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) (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 pl que contenian 1x PCR buffer, 2,5 mM MgCl2, 0,4 uM de cada primer, 0,2
mM dNTPs, 1 U de Tag DNA polimerasa (PB-L, Productos Bio-Légicos®, Argentina) y 100 ng
de ADN genémico.

Ademds de las muestras de los patégenos fingicos 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 1.

Tabla 1: Condiciones del termociclador.

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

La visualizacién de los productos amplificados se hizo a través de su migracién en geles
de agarosa al 1% tefiido 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 pl. de los productos de PCR,
incluido el control negativo, ademds de 3 pl. del marcador ADN ladder 100pb. Terminada la
corrida, el gel se visualiz6 mediante luz ultravioleta (UV) en un transiluminador Biostep
UST30M-8E (Biostep, Jahnsdorf, Alemania) para su documentacién fotografica. 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).
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Analisis bibliografico de fungicidas aplicados a casos relacionados con esta tesis

Se realiz6 una busqueda de funguicidas utilizados en naranjas para los patdgenos 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 Camara de la
Industria Argentina de Fertilizantes y Agroquimicos (CIAFA, 2024). Luego, se contrasté con la
Resolucion 934-2010 de SENASA y la base de datos realizada por el mismo organismo
(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria). En relacién al limite maximo 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 codigo utilizado por la FRAC (Comité de
Accién de Resistencia de Fungicidas, Tabla 2), LMR y los primeros casos de resistencia
reportados en el cultivo de interés de acuerdo la informacién compilada por FRAC

(https://www frac.info/).

Tabla 2: Lista de Codigo FRAC utilizados, modo de accién y sinénimos o ejemplos.

Codigo FRAC

Modo de Accién Sindénimos, ejemplos
(grupo)
1 Inhibidor del ensamblaje de B-tubulina en la B1, carbamatos de metilbencimidazol,
mitosis/fungicidas MBC. bencimidazoles, BA y BCM.
Fungicidas inhibidores de la biosintesis de G1. inhibidores de la desmetilacion,
3 esteroles (SBI)/ les. triazol 11 51
SBI Clase I: fungicidas DMI. azoies, azoles, ergll, cypa L.
11 Inhibidor de la respiracién en el complejo 11 C3, quinona fuera de inhibidores,
en sitio-Qo. estrobilurinas, gen cyt-b.
12 Transduccion de sefales osméticas. Funglgldas I.DP' Fenl‘lplrrc.)les,
Fludioxonil, (fenpiclonil).
Productos quimicos con actividad multisitio/ Guanidina
M7 Bisguanidinas (disruptores de membrana,
disuasorios).
Resultados

Produccion mundial

La produccién mundial de naranjas se realiza en 123 paises; el rendimiento obtenido en
el afio 2016 fue de 15.660.312 (kg/ha). Como se observa en la Figura 5, el andlisis del
comportamiento de la variable rendimiento mundial en relacion a la variable afio, fue potencial
positivo siguiendo una funcién y = 4x10%In(x)—3x10°, donde

y” refiere al rendimiento en toneladas por hectirea, y "x” al afio, con coeficiente de
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determinacion de R? de 0,9796. El rendimiento en el periodo de afios evaluado, aumenté de

manera continua.
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Figura 5: Rendimiento mundial de naranjas (serie 1961-2016). Elaboracién propia con

base de datos FAOSTAT.

La superficie de cosecha mundial de naranjas se encuentra modelizada en la siguiente
funcién y=1x10%In(x)—9x108
siendo “y” el drea cosechada en hectareas y "x” los afios con un coeficiente de determinacién de
R? = 0,9471 (Figura 6), y al igual que para el rendimiento, existe un aumento continuo de

superficie cosechada a medida que transcurren los afios.

Desde mediados de la década del 60 a la fecha, la produccién de naranjas se multiplicd y
crecid sostenidamente a una tasa acumulada, siendo el citrico dulce mas cultivado a nivel
internacional. Respecto al drea cosechada, se visualiza que a partir del afio 2000 ingresa en una

etapa estable y ya hacia el final del periodo (afio 2016), se retraen los valores (Figura 6).
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Figura 6: Area cosechada mundial de naranjas, serie (1961-2016). Elaboracién propia

con base de datos FAOSTAT.

Produccion sudamericana

En la Figura 7, se muestra el comportamiento de la variable rendimiento sudamericano
de naranjas en relacién a la variable afio, resultando la siguiente funcién y = 18466x - 4x10’
siendo “y” la produccidn en toneladas y “x” el afio, con un coeficiente de determinacién de R? =
0,8912. La produccién sudamericana se incrementé al igual que los principales paises

productores mundiales.

La superficie cosechada de naranjas (Figura 8), presenta la siguiente funcién y = 17213x
- 3x107 siendo “y~ el drea cosechada en hectdreas y ‘x” el afio, con un coeficiente de
determinacion es de R? = 0,6974. Existe un aumento sostenible hasta el afio 2000, a partir del

cual comienza a disminuir hasta el afio 2016.
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Figura 7: Rendimiento sudamericano de naranjas (Serie 1961-2016). Elaboracion

propia con base de datos FAOSTAT.

1400000
(
1200000 o o
o o o .
1000000 .’ o tesssese g0
o )
= o® ()
S 800000 o’ ]
= -
: -
E 600000 P
) L2
400000 L@
..-"..‘ ...
200000 y = 17213x - 3x107
M R? = 0,6974
0
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Ao
Figura 8: Area cosechada sudamericana de naranjas, serie (1961-2016). Elaboracién

propia con base de datos FAOSTAT.
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Produccion nacional

Los valores del rendimiento en toneladas por hectarea en Argentina desde el afio 1980
hasta 2016 se muestran en la Figura 9; siguiendo una funcién y = 5x10°%In(x)—4x10’
siendo “y” el rendimiento en toneladas por hectirea, y "x” el afio con un coeficiente de
determinacion es de R2 = 0,5841. El rendimiento alcanzado en el afio 2016 fue de 215.887
kg/ha, mientras que en el afio 1980 alcanzé los 119.728 kg/ha, es decir que los valores

aumentaron a nivel nacional.
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Figura 9: Rendimiento nacional de naranjas (Serie 1980-2016). Elaboracién propia con

base de datos FAOSTAT.

El registro de la superficie cosechada para Argentina, se obtuvo a partir del afio 1980
presentando la funcién y = -144,63x+341061, con un coeficiente de determinacién R? = 0,0698
(Figura 10). El drea cosechada alcanzada en el afio 1980 fue de 58.800 hectireas mientras que
en el afio 2016 fue de 47.823 hectdreas. Se registra la menor superficie en el afio 2013 (40.000
hectéreas), mientras que la mayor superficie cosechada se obtuvo en el afio 2005 alcanzando las

67.000 hectareas.
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Figura 10: Area cosechada nacional de naranjas, serie (1980-2016). Elaboracién propia

con base de datos FAOSTAT.

La produccién nacional de naranjas abastece al consumidor en el mercado interno y
externo. En el afio 2000, las exportaciones alcanzaron 40.222 tn, mientras que las importaciones
no superaron las 12.111 tn (Figura 11). Tal como sucedi6 con la produccién, las cantidades
exportadas de naranjas registraron un crecimiento significativo en los ultimos 20 afios,
alcanzando un méiximo en el afio 2007 (196.925 tn) y un minimo en al afio 2000 (40.222 tn).
Respecto a las importaciones, en el afio 2000 alcanzaron las 12.111 tn, y a partir de ese afio los

valores alcanzados fueron inferiores.
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Figura 11: Importaciéon y exportacion de naranjas frescas serie 2000 a 2020.

Elaboracién propia con base de datos UNSTATS.

Caracterizacion morfoldgica, depdsito y conservacion de las cepas fiingicas

A partir de frutos de naranja con sintomatologia tipica de las enfermedades en estudio
fueron obtenidos cuatro aislamientos fungicos, los cuales se denominaron NA1, NA2, NA3 Y
NAA4. Estos aislamientos fueron caracterizados en el Centro de Referencia de Micologia
(CEREMIC) de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (FCByF)-UNR y se
depositaron con los cdédigos CCC-5-2019, CCC-102, CCC-101 y CCC 101-2021,
respectivamente. En base a las caracteristicas morfoldgicas los aislamientos fueron identificados
como Geotrichum citri-aurantii, Penicillium digitatum, Penicillium italicum, y Phyllosticta

citricarpa.

En el laboratorio de Fitopatologia del ICiAgroLitoral, UNL, CONICET, FCA se
realizaron observaciones adicionales para documentar la morfologia de los distintos
aislamientos identificados. La Figura 12 muestra los sintomas y signos tipicos causados por
cada patdgeno flingico en naranjas, las caracteristicas morfoldgicas de las colonias desarrolladas

después del aislamiento, y las caracteristicas microscépicas de sus conidios.
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Geotrichum citri-aurantii - Penicillium digitatum Penicillivm italicum Phyllosticta citricarpa

»

Figura 12: A. Sintomas y signos causados por Geotrichum citri-aurantii, Penicillium

digitatum, Penicillium italicum y Phyllosticta citricarpa en naranja. B. Caracteristicas
morfoldgicas de colonias aisladas caracterizadas morfolégica y molecularmente en medios PDA
para los tres primeros patdgenos y en agar avena para P. citricarpa. C. Caracteristicas

microscopicas tipicas de los conidios observadas con un aumento de 40 x.

Identificacion molecular

Para confirmar la identificacién morfolégica, se extrajo ADN de los cuatro aislamientos
en estudio, se amplificé y secuenci6 con éxito la regién ITS. Las secuencias obtenidas para cada
aislamiento monospoérico fueron comparadas con la base de datos de dominio piblico NCBI
(Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica; www.ncbi.nih.gov). Los resultados obtenidos
a partir de la identificacién molecular coincidieron con la identificacién morfoldgica realizada

previamente (Tabla 3).

Las bisquedas BLAST revelaron que las secuencias de los aislamientos fingicos NAI,
NA2, NA3 y NA4 presentaron 99,4%, 100%, 100% y 100% de identidad con las cepas
previamente caracterizadas de G. citri-aurantii GcaCCO015 (EU131181), P. digitatum Grapefruit
PD (MT448740), P. italicumn AK37 (MK736929), y P. citricarpa CBS 127452 (MH864588),

respectivamente. Las secuencias de nucledtidos se depositaron en GenBank (Tabla 3).
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Tabla 3: Identificacion de los hongos fitopatégenos, pardmetros de identificacion
molecular. *N° de depdsito en CEREMIC (Centro de Referencia de Micologia) de la Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (FCByF)-UNR.

Identlﬁc’ac.lon Identificacion molecular
morfologica
. o .. Cepa con mayor % de Yo N° acceso
Aislado | N" depdsito identidad identidad | GenBank

G. citri-aurantii
_5_ %
NAl1 CCC-5-2019 GeaCCO15 (EU131181) 994 0Q132875

P. digitatum

_ ES
NA2 cec-102 Grapefruit PD (MT448740) 100 0Q132876
P. italicum
_ ES
NA3 CCC-101 AK37 (MK736929) 100 0Q132876
NA4 CCC 101-2021* P. citricarpa 100 OR256215

CBS 127452 (MH864588)

Aplicacion actual de fungicidas en los cultivos de interés

En la Tabla 4 se muestran los fungicidas reportados para el control de P. italicum.
Existen 6 principios activos autorizados correspondientes a 4 grupos diferentes (c6digo FRAC).
Los Limites Médximos de Residuos (LMR) establecidos por SENASA son iguales o menores
que los establecidos por el CCPR (Comité del Codex sobre Residuos de Plaguicidas) a
excepcion de Tiabendazol (grupo 1). Adicionalmente, el LMR de Carbendazim (grupo 1), no se

encuentra reportado por el CCPR.

El tiempo de carencia para el activo Carbendazim es de 7 dias, y se deben realizar 2
tratamientos: a los 20 y a los 7 dias antes de la cosecha. En cuanto a Tiabendazol, Imazalil,
Procloraz y Fludioxonil, se encuentran exentos de periodo de carencia. En caso de que el cultivo
o sus subproductos se destinen a la exportacion, deberd conocerse el limite maximo de residuos

del pais de destino y observar el periodo de carencia que corresponda a ese valor de tolerancia.

Respecto a Guazatine (grupo M7), se encuentra registrado en el Manual Fitosanitario, no

asi en la Guia Fitosanitaria de CASAFE.

En relacién a los casos de resistencia, existen casos para el grupo M7 (1983), grupo 3
(1982), grupo 1 (1974 y 1981). El grupo 12, no presenta hasta el momento resistencia

comprobada contra P. italicum.
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Tabla 4: Principios activos utilizados contra P. italicum en naranjas.

Caédigo FRAC LMR LMR CCPR
(grupo) Principio activo (mg/kg) (mg/kg)
1 Tiabendazol 10 7
1 Carbendazim 5 s/d
3 Imazalil 5 5
3 Procloraz 5 10
12 Fludioxonil 10 10
M7 Guazatine 2 5

En la Tabla 5 se presentan los fungicidas comerciales reportados para P. digitatum. Se
hallaron 4 principios activos registrados, de los cuales el grupo 1 se encuentra asociado en
mezclas con el grupo 12. Los LMR establecidos por SENASA, son iguales o mayores a los

datos en el CCPR establecidos en la normativa internacional, a excepcion de Guazatine.

En el caso de la mezcla Azoxistrobina+Fludioxonil (grupos 1 y 12, respectivamente), los
LMR establecidos por SENASA son 5 mg/kg v 10 mg/kg para cada uno por separado; y los
LMR del CCPR, son 15 mg/kg para azoxistrobina y 10 mg/kg para Fludioxonil.

En cuanto al tiempo de carencia para los diferentes principios activos, Fludioxonil,
Tiabendazol, Imazalil, Procloraz y la mezcla Azoxitribona+Fludioxonil, se encuentran exentos;
en el caso de exportacion deberd conocerse el LMR del pais de destino. El principio activo

Carbendazim, presenta un tiempo de carencia de 7 dias.

El primer caso de resistencia a estos fungicidas fue reportado en 1983 para el grupo 1;
para el grupo 3 en los afios 1987 y 2014. Respecto al grupo 12 de fungicidas, se reporta

resistencia en el afio 2008; y para el caso del grupo M7, en el afio 1983.

Tabla 5: Principios activos utilizados contra P. digitatum en naranjas.

Cédigo FRAC LMR LMR CCPR
(grupo) Principio activo (mg/kg) (mg/kg)
1 Carbendazim 5 s/d
1 Tiabendazol 10 7
3 Imazalil 5 5
3 Procloraz 5 10
1+12 Azoxistrobina+Fludioxonil s/d s/d
12 Fludioxonil 10 10
M7 Guazatine 2 5
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Respecto a G. citri-aurantii, se hallaron 3 principios activos correspondientes a 3 grupos
diferentes. En la tabla 6 se muestran los fungicidas reportados para su tratamiento. En cuanto a
los LMR establecidos por SENASA, para el caso de Guazatine (grupo 3) es menor al
establecido por CCPR; y para Carbendazim no se encuentra reportado el LMR por CCPR. Para
el principio activo Propiconazole (grupo 3), no se encuentra reportado el LMR (SENASA) ni
por el CCPR. El tiempo de carencia para Carbendazim es de 7 dias, mientras que Propiconazole
se encuentra exento de periodo de carencia, y para el caso de Guazatine no se reporta

informacion.

Los grupos (1, 3 y M7) no presentan hasta el momento casos de resistencias
comprobadas, de acuerdo a FRAC (Comité de Accién de Resistencia de Fungicidas), para G.

citri-aurantii.

Tabla 6: Principios activos utilizados contra G. citri-aurantii en naranjas.

Cédigo FRAC ‘ LMR ‘ LMR CCPR
(grupo) Principio active (mg/kg) (mg/kg)
1 Carbendazim 5 s/d
3 Propiconazole s/d s/d
M7 Guazatine 2 5

En la Tabla 7 se muestran los fungicidas reportados para P. citricarpa. Existen 3
principios activos autorizados correspondientes a un unico grupo de fungicidas segun el cédigo

FRAC. Los LMR establecidos por SENASA son menores que los establecidos por el CCPR.

En el caso del principio activo Bacillus subtilis, no se pudo realizar la comparacién con
los principios activos de sintesis quimica; al tratarse de un fungicida bioldgico, no tiene periodo
de carencia. El tiempo de carencia para Azoxistrobina y Pyraclostrobina es de 15 dias, mientras
que Trifloxistrobina se encuentra exenta. En relacion a los casos de resistencia, sélo se encontrd

resistencia en citricos en el afio 1985 para Azoxistrobina.

Tabla 7: Principios activos utilizados contra P. citricarpa en naranjas.

LMR CCPR
Cadigo FRAC Principio activo LMR (mg/kg) (mg/kg)
11 Azoxistrobina 0,5 15
11 Pyraclostrobina 1 2
11 Trifloxistrobina 0,02 0,5
Bacillus subtilis s/d s/d
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Discusion

Los principales productores de citricos son China, Brasil y Estados Unidos. En China, la
produccién se realiza principalmente en superficies pequefias de cultivos mixtos y se
comercializa casi en su totalidad en el pais. Brasil se caracteriza por superficies muy grandes, y
una gran proporciéon de su produccién se envia para su procesamiento a jugos, que
principalmente se exporta a Europa occidental y América del Norte. Existen también pequefios
y medianos productores en Brasil que producen fruta fresca para el mercado interno. En el caso
de Estados Unidos, la produccion se envia para su procesamiento a jugos, y otro destino es para

el mercado fresco (Spreen et al., 2020).

La naranja es el citrico dulce més cultivado a nivel global, el aumento de la produccién
mundial de naranjas se relaciona con el aumento de la superficie de cosecha, ambos
comportamientos son exponencial positivo. En una de las dltimas campafias (2020/2021), esta
fruta represent6 el 52,6% de la produccién mundial. La participacién de México en la oferta

mundial ha crecido con la disminucién de la produccién estadounidense (Carciofi et al, 2021).

A nivel sudamericano, Brasil produce pricticamente el 50% del jugo de naranja
consumido en todo el mundo. En Sao Paulo, a pesar de las enfermedades de clorosis variegada
de los citricos (CVC) y Huanglongbing (HLB), la combinacién de abundante tierra, buenos
suelos y suficiente lluvia para permitir una produccion razonable, poca amenaza de heladas y
menores costos de produccidn y cosecha, permitieron a Brasil el liderazgo en la produccién de
naranja dulce (Spreen et al., 2020). Argentina presenta un bajo desempefio respecto al resto de
los paises productores de naranjas. Si bien la produccién crecid, lo hizo a una tasa bastante
inferior que el resto de los paises. En mandarinas, el pais fue uno de los pocos (junto con Irdn)
en registrar una caida de la produccién. Del mismo modo, la produccién de pomelos se redujo a

tasas significativas (Carciofi et al, 2021).

En cuanto a las exportaciones nacionales, durante el periodo 2009-2021 se reportd un
valor promedio de 90.092 tn, valor cercano a lo reportado por Federcitrus (2022) que fue de
91.548 tn en el mismo periodo. En el afio 2021, las exportaciones nacionales alcanzaron las
79.314 tn, mientras que de acuerdo a Federcitrus el registro fue levemente superior (87.954 tn).
Argentina tiene una importante presencia en el mercado ruso y en la Unidén Europea, en especial
Espafia y Paises Bajos, hacia donde se dirige la mayor parte de sus envios. Las operaciones
comerciales vinculadas a los citricos con Estados Unidos y China, se limitan a la venta de
limones (Fedrecitrus, 2022; Carciofi et al, 2021). En cuanto a la temporada de produccién, a
medida que los paises del hemisferio norte ingresan en la temporada estival, la produccién

desciende y aumenta la de los paises del hemisferio sur; es por ello, que los principales
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competidores de Argentina son aquellos paises que se posicionan en el hemisferio sur, como

Brasil, Indonesia, Sudéfrica, Perd y Chile.

En Argentina, los rendimientos dan cuenta de brechas relevantes con respecto a otros
paises. También existe heterogeneidad entre los productores locales. La regiéon del NOA
representa una zona de grandes explotaciones y productores de medianos a grandes, por lo que
la mayor tecnificacién y las mejores condiciones fitosanitarias de la zona, inciden
favorablemente en la productividad. A modo de referencia, en Salta, la explotacién media es de
35 hectareas (INDEC, 2018); mientras que, en la region NEA, esta cifra desciende a 15

hectéreas, dada la mayor participacién de pequefios y medianos productores.

Segin un estudio realizado por el 4drea de Economias Regionales de la Confederacién
Argentina de la Mediana Empresa (CAME, 2022) para la produccién de naranjas en la localidad
entrerriana de Chajari, hasta su comercializacién en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires
(CABA), el productor primario constituye el tinico eslabén de la cadena de valor de la naranja
que no tiene ganancias, ademds de explicar tan solo el 7,7% del precio que abona el consumidor
por un kilo de este citrico. De acuerdo a este trabajo, la redistribucién de la ganancia se
concentra principalmente en la comercializacién, tanto a nivel mayorista (MCBA), como
minorista (verdulerfa e hipermercados en CABA). Los eslabones vinculados a la produccién
obtienen rentabilidades negativas o bajas, como también ocurre en el caso del eslabén de

empaque.

En Argentina, la adopcién de tecnologia e infraestructura adecuada, se limitada a unos
pocos productores (Tadeo, 2008), no sélo para la expansion de la produccién, sino también para
el cumplimiento de buenas préicticas agricolas y manufactureras esenciales para el crecimiento
exportador y el desarrollo sostenible de la actividad (Carciofi et al., 2021). Ademds, teniendo en
cuenta el aspecto ambiental, un tema clave es el incremento en el uso de agroquimicos por los
problemas sanitarios y el objetivo de aumentar la productividad y la disposicién final de los
residuos que se generan en la produccién primaria, el tratamiento en la postcosecha, y durante el
proceso de empaquetamiento, aspectos a tener en cuenta desde la dificultad de aplicar la

circularidad en la produccion.

Tradicionalmente, la mayoria de los hongos fitopatégenos han sido identificados en base
a caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas, tales como forma y tamafio de conidios y
apresorios, velocidad de crecimiento, color y textura del micelio, tincién del medio de cultivo,
desarrollo o no del estado teleomorfo y la especie hospedante, entre otros. (Alexopoulos y
Mims, 1996; Stajich er al., 2009). Sin embargo, en muchos casos estos criterios no son

suficientes para la diferenciacion entre especies debido a la variacién que pueden sufrir la
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morfologia y el fenotipo bajo influencia de diferentes factores ambientales. En los dltimos afios,
los métodos moleculares han permitido aumentar nuestro conocimiento de las diferentes
especies flingicas, desarrollar una clasificacién estable y descubrir e identificar nuevos taxones
fingicos. Los problemas aparejados con la identificacién morfolégica, se superaron rapidamente
con el uso de la PCR, que fue un avance importante para aquellos que estudiaban
microorganismos. El rdpido desarrollo de métodos automatizados de alto rendimiento también
ha hecho posible adquirir secuencias gendmicas completas para estudios a nivel de poblacién
(Neafsey et al., 2010). En la actualidad, el uso combinado del diagndstico molecular y la
caracterizaciéon morfolégica tradicional es la forma mas apropiada para la identificacién de
fitopatdgenos. Una vez que una especie es correctamente identificada, esta informacién puede
ser usada para el desarrollo e implementacién de estrategias de manejo efectivas. En esta tesis,
en base a secuencias de la regién ITS, empleada como cédigo de barras' primario para la
identificacién de hongos (Schoch et al., 2012), se ha podido identificar con precisién a las
distintas especies fingicas en estudio. Las secuencias de los aislamientos presentaron
porcentajes de similitudes mayores al 99% con cepas previamente caracterizadas de G. citri-
aurantii GcaCC015 (Herndndez-Montiel et al., 2010), P. digitatum Grapefruit PD (Wang y
Deng, 2020), P. italicum AK37 (Khan et al., 2019), y P. citricarpa CBS 127452 (Vu et al.,
2019). Los resultados obtenidos confirmaron la identificacién morfolégica previa realizada en el

CEREMIC.

Respecto al estudio de aplicacién de fungicidas, se observdé que el momento de
aplicacidn en citricos para tratar a P. italicum, P. digitatum y G. citri- aurantii, corresponde a
unos dias previos a la cosecha y durante la poscosecha; para su posterior clasificacién y
almacenamiento. En cuanto al control de P. digitatum, los fungicidas benzimidazol, tiabendazol,
benomilo, carbendazim y tiofanato de metilo, ofrecieron un excelente control desde 1971 hasta
1974 cuando se desarroll6 la resistencia (Wild y Rippon, 1975). En el afio 1978 se incorpora la
utilizacién de guazatina, lo cual disminuyé la incidencia de resistencia a los benzimidazoles
(Tugwell, 1980). La guazatina también control6 a G. citri-aurantii (Rippon y Morris, 1981). Se
determiné una doble resistencia de P. digitatum, a través de pruebas in vivo en naranjas
inoculadas con cepas previamente caracterizadas, a los fungicidas guazatina y benomilo (Wild
,1983). El benomilo integra el grupo 1 (FRAC) y su modo de accién es inhibir el ensamblaje de
Jp-tubulina durante la mitosis; mientras que guazatina pertenece al grupo M7 (FRAC). Los
pricipos activos en este grupo son multisitio: atacan al hongo en varios sitios y a través de varias

vias bioquimicas. Benomilo se ha utilizado continuamente, ya sea aplicado por separado o

! Un c6digo de barras de ADN representa un patrén de secuencia de ADN tnico de 400 a 800 nucledtidos
de longitud que puede procesarse rdpidamente a partir de muestras o cultivos y analizarse sin
ambigiiedades mediante programas informaticos para identificar especies.
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combinado con otros fungicidas para controlar el moho de los citricos en poscosecha y la

mancha negra en el campo (P. citricarpa) (Bertus, 1981).

En aislamientos de P. italicum (moho azul) de diferentes envios de citricos, se
observaron resistencias in vitro al tiabendazol, benomilo, tiofanato de metilo y carbendazim. La
aplicaciéon de tiabendazol y benomilo en naranjas “Valencia Late” inoculadas con aislados
resistentes, no logré prevenir el desarrollo del moho azul (Muirhead, 1974). Los fungicidas del
grupo 3 (FRAC) son inhibidores de la biosintesis de esteroles, como el bitertanol, etaconazol,
fenapanil e imazalil, evidenciaron resistencia cruzada para P. italicum. Se supone una
acumulacion gradual de diferentes mutaciones para la resistencia, que, junto con la seleccién de
aptitud normal, puede eventualmente conducir a la pérdida del control del hongo (De Waard et
al., 1982). P. digitatum tiene un alto potencial para desarrollar resistencia a los fungicidas
debido a su abundante produccién de esporas, y por lo tanto, las estrategias de manejo de la
resistencia son fundamentales para mantener la eficacia de los fungicidas. P. digitatum presentd
resistencia a fungicidas como fludioxonil y pirimetanil (grupo 12 FRAC), los cuales actdan a
través de la interferencia del proceso de regulacion osmética de las membranas celulares de los
hongos, provocando la ruptura de las células (Kanetis et al., 2008). En ensayos realizados in
vitro con limones almacenados, se obtuvo resistencia a guazatina para el control de P. italicum
(Hartill et al.,1983). En ensayos recientes, el principio activo fludioxinil demostré resistencia

cruzada con dicarboximidas (Zhou et al., 2020).

Se evidenciaron resistencias a campo del fungicida benomilo, que integra el grupo 1
(FRAC), en P. citricarpa en el ano 1985 (Herbert y Grech 1985). Debido a la incidencia
generalizada de resistencia a benzimidazol en muchas poblaciones de hongos, se deben
implementar buenas practicas de manejo de la resistencia lo antes posible para retrasar o
prevenir cambios adicionales en la sensibilidad de los patégenos objetivos. Los benzimidazoles
deben integrarse en un programa de aplicaciones que contenga fungicidas con sitios de accién
diferentes, y para reducir la presién de seleccion, el nimero total de aplicaciones no debe
exceder el indicado en la etiqueta del producto. El desarrollo y la propagacion de la resistencia a
los fungicidas depende de la capacidad de las cepas mutantes resistentes para desarrollarse en la
naturaleza. El conocimiento de la diversidad de la poblacién microbiana y la presiéon de
seleccion de los fungicidas, serd esencial para prevenir el desarrollo de resistencias y para el

manejo efectivo de enfermedades (Corio-Costet ef al., 2011).

Los principios activos multisitio, se utilizan en proporciones mds altas y generalmente
tienen mas eficacia y un perfil de toxicidad menos favorable en comparacion con los fungicidas

de sitio dnico (Schnabel y Brannen, 2022). También tienen un bajo riesgo de desarrollar
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resistencia y son socios efectivos de mezcla/alternancia para fungicidas de riesgo medio a alto,

previniendo o retrasando el desarrollo de varios patégenos en muchos cultivos.

La incorporacién de los LMR de plaguicidas en el comercio agricola, se estd volviendo
importante para los alimentos y las politicas comerciales. El establecimiento de LMR reduce la
exportacion de frutas y verduras de EE. UU. a los miembros de la Unién Europea en un 13,8%
(Hejazi et al., 2022). Las medidas fitosanitarias estin desempefando un papel influyente en la
configuracion del comercio de productos agricolas y alimentarios (Disdier y Marette, 2010). Los
paises mas desarrollados establecieron sus propios sistemas de LMR, dadas las crecientes
preocupaciones de los consumidores respecto al medio ambiente y la salud humana (Yeung et

al., 2017).

Los resultados de esta tesis indican que los LMR establecidos internacionalmente son
iguales o mayores a los establecidos por SENASA, a excepcion de guazatine y procloraz; y en
el caso de los principios activos utilizados para P. citricarpa, son menores los establecidos por
SENASA en relacion a LMR internacionales. Una de las razones de las diferencias de los LMR
se deberfa a diferencias en las pricticas regionales, en cuanto al establecimiento de riesgos o

estrategias de priorizacion en los regimenes europeos y latinoamericanos (Vryzas et al., 2020).

La presencia de plaguicidas en frutas y hortalizas ha sido una preocupacion creciente en
Argentina, s6lo tres de los principales mercados mayoristas tienen la infraestructura necesaria
para determinar los residuos de pesticidas. En un estudio de la presencia de residuos en frutas y
hortalizas de produccién nacional para consumo interno, se detectaron plaguicidas en el 65% del
total de las muestras evaluadas; y las naranjas arrojaron la concentracién de pesticidas mds alta
detectada. Es por ello que se recomienda con urgencia la implementacién de programas
disefiados para facilitar la sensibilizacion, capacitacién y seguimiento del uso de estos productos

(Mac Loughlin et al., 2018).

Por lo tanto, las tendencias de consumo y las actualizaciones legislativas favorecen
claramente una reduccion en el uso de fungicidas convencionales, lo que hace necesario la
investigacion para desarrollar e implementar enfoques alternativos y tecnologias novedosas para
el control de enfermedades poscosecha. Se deberdn tener en cuenta todos los factores que
afectan la epidemiologia y la incidencia de cada enfermedad, incluidos los factores previos a la
cosecha (Palou, 2018). Los compuestos naturales, como los extractos de plantas y los aceites
esenciales, pero también las sales inorgdnicas u orgdnicas sintéticas como carbonatos,
bicarbonatos, sorbatos, benzoatos, acetatos, sales de parabeno, silicatos, etc., son sustancias no
perjudiciales para el medio ambiente y para la salud humana. Estos se utilizan por sus

propiedades antimicrobianas y su induccién de defensas vegetales, controlan las enfermedades
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poscosecha, tanto in vitro como in vivo, prolongando la calidad general y la vida de

almacenamiento de los productos frescos (Feliziani et al., 2013; Palou, 2018).

Conclusion

Los citricos dulces incluyen naranjas, mandarinas y pomelos, siendo la naranja la mas
cultivada a nivel mundial. En Argentina, la produccién se concentra en el Noreste, Noroeste y
parte de Buenos Aires, generando empleo y crecimiento regional. La actividad tiene potencial
de mejora mediante tecnologia y, nuestro pais tiene la capacidad de producir en contra estacion,
lo que cual es una ventaja. Se caracteriza por su mano de obra intensiva, diversidad de
productos y exportaciones. La produccién enfrenta desafios como la demanda de calidad, el
crecimiento del mercado asidtico, exigencias de sostenibilidad y competencia internacional, lo

que requiere politicas publicas para superar su estancamiento.

Por otro lado, para el control de enfermedades fingicas, en el caso del empleo de
fungicidas de sintesis quimica en ambientes donde se ha hecho un uso continuo de ellos, se han
observado incrementos en las poblaciones de los patégenos, capaces de resistir las dosis
comerciales de estos fungicidas y provocando una pérdida de la efectividad comercial del
producto. A su vez, existen mayores regulaciones sobre su uso y la exigencia de productos de
calidad y sanidad garantizada es cada vez mayor e impacta directamente en la apertura o cierre
de los mercados. La preocupacién publica sobre la inocuidad de los alimentos, ha aumentado el
interés por encontrar alternativas a los fungicidas de sintesis para el control de enfermedades en
frutas, 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

importacién con respecto a los LMR.
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Capitulo II: Extraccion de metabolitos secundarios de las especies vegetales
seleccionadas para ser evaluados como fungicidas

Introduccion

América Latina representa una de las fuentes més ricas de material vegetal con actividades
farmacolégicas debido a su amplia biodiversidad (Branddao et al., 2008). El conocimiento
etnofarmacoldgico ha sido conservado o transmitido por las numerosas poblaciones indigenas que
aliin viven en esta regién y también es necesario mencionar que estos recursos han sido poco
estudiados (Scarpa 2004, Svetaz et al., 2010; Stegmayer et al., 2019). Las plantas biosintetizan
metabolitos antimicrobianos que presentan bajas adversidades para los humanos y bajo impacto
ambiental; también se ha demostrado que son sustitutos aptos de los pesticidas sintéticos. Las
plantas presentan varios mecanismos para combatir enfermedades causadas por hongos patégenos,
principalmente evitando el contacto fisico entre plantas y patégenos, asi como mediante
mecanismos de defensa innatos (Sajeena et al., 2019). El uso de productos botdnicos y agentes de
biocontrol para el manejo de enfermedades, es un 4rea vital de investigacion en la actualidad. Por

ello, la estrategia futura deberia ser identificar y seleccionar plantas con potencial antimicrobiano.

En este contexto, las plantas producen un gran nimero de metabolitos secundarios que
tienen una accién biocida contra los patdgenos de poscosecha. Los metabolitos secundarios,
cumplen diversas funciones de supervivencia en la naturaleza, son muy importantes para la salud
humana, incluyen antibiticos, agentes antitumorales, medicamentos para reducir el colesterol,
inmunosupresores, agentes antihelminticos y otros antiparasitarios, herbicidas, estimuladores del
crecimiento de rumiantes, fungicidas agricolas, bioinsecticidas, entre otras (Sanchez y Demain,
2011). Estos metabolitos estdn asociados con el sistema defensivo y pueden desempefiar un papel
como inhibidores de hongos (Palou ef al., 2016 ). Sélo el 10% del total de especies de plantas de
todo el mundo, han sido investigadas por sus actividades pesticidas. El desarrollo de formulaciones
a base de plantas es un paso importante para lograr su uso econdémico y eficaz como agentes

fitosanitarios (Sajeena et al., 2019).

En los dltimos afios, estos productos han ganado gran interés entre industriales e
investigadores debido a su actividad antifingica y antibacteriana. Varios estudios destacan las
propiedades antimicrobianas de extractos naturales de plantas que contienen diferentes clases de

compuestos fendlicos. Los polifenoles vegetales representan una fuente prometedora de agentes
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antibacterianos, ya sea solos o en combinacién con antibidticos existentes, para el desarrollo de

nuevas terapias con antibiéticos (Alvarez—Martinez etal., 2018).

Las frutas y verduras frescas son productos perecederos que desempefian un papel vital en
la dieta y la salud de los seres humanos. Sin embargo, las pérdidas a lo largo de la cadena del
abastecimiento son altas, especialmente debido a la descomposicién causada por patégenos durante
el manejo deficiente de la poscosecha (Ding y Lee, 2019). En los ultimos afios, la aplicacién de
extractos vegetales y aceites esenciales vegetales (AE) ha recibido un creciente interés como
alternativa natural al uso de quimicos sintéticos comerciales para el control de las principales

enfermedades de poscosecha de frutas y hortalizas.

En cuanto a los aceites esenciales, se pueden obtener de diferentes partes de las plantas
como los frutos, flores, hojas, semillas, tallos, yemas, raices y cortezas. La actividad estd
determinada por el genotipo de la planta y por su composicién quimica (la cual estd influenciada
por muchos factores como las condiciones ambientales y la ubicacidén geogréfica), por la
concentracién de la poblacién del patdgeno, las caracteristicas de la cepa, la superficie celular
microbiana y la duracién de la exposicion del patégeno a los AE (Nandhavathy et al., 2020;
Aguilar-Veloz et al., 2020; Asbahani et al., 2015). Se han utilizado como antimicrobianos en
poscosecha y han demostrado ser eficientes para prolongar la vida qtil de frutas y verduras sin
afectar sus propiedades sensoriales. En algunos casos, los tricomas glandulares de las plantas son el
sitio para la biosintesis de aceites esenciales, y actian como sistema de defensa contra herbivoros y

patégenos (Ding y Lee, 2019).

Es importante tener en cuenta que los resultados obtenidos en diferentes ensayos son
dificilmente comparables para las evaluaciones in vitro o in vivo porque existen diferentes factores
que influyen en el resultado final: como las condiciones de evaluacién, el método utilizado, el tipo
de solvente, las formas de expresar los resultados en diferentes unidades de concentracién de AE, y
el hecho de que las bacterias y los hongos ambientales son mas virulentos que las cepas de

coleccién (Raveau et al., 2020 ; Van de Vel et al., 2019).

En este capitulo se describe la seleccion, recoleccidon e identificaciéon de las especies
vegetales a estudiar. Como también las técnicas extractivas y sus rendimientos para la obtencion de
los productos naturales de distinta naturaleza quimica que serdn evaluados por su capacidad

fungicida.

Materiales y Métodos
36



Las plantas fueron seleccionadas de acuerdo a una bisqueda bibliogréfica referida a usos
etnobotdnicos que se pudieran relacionar con funciones antimicrobianas. Cabe destacar que al
tratarse de plantas nativas de la regién del centro-norte de Santa Fe, fue escasa la informacién
encontrada sobre estas especies desde aspectos bioldgicos y fitoquimicos. Para esto, se elabord una
ficha descriptiva de cada especie (Anexo I Especies). En cada ficha figura: nombre cientifico,
familia botanica, nombre vulgar/comun, descripcidn, distribucién, usos, componentes quimicos y
actividad antimicrobiana reportada en la literatura. Ademads, el nombre de una especie de planta es
clave para comunicar y hallar informacién sobre sus usos, estado de conservacién, relaciones y
ubicacion dentro de los ecosistemas. Para ello, se procedid a la consulta del nombre correcto a
través de las bases de datos reunidas en la cooperacién de Jardines Botdnicos Reales (Kew Garden y
el Jardin Botdnico de Missouri), a través del sitio web theplantlist.org en su versién 1.1; asi como
también del Instituto de Botdnica Darwinion (Argentina). Para mayor certeza, una vez consultado el
nombre cientifico, se corrobord, ademds, en el sitio web http://wcsp.science.kew.org. Este sitio
consta de un programa de colaboracién internacional que proporciona los dltimos datos revisados
por pares y opiniones publicadas sobre los nombres cientificos aceptados y sinénimos de familias
de plantas seleccionadas. Las especies vegetales seleccionadas para esta tesis se muestran en la

Tabla 8.

Las plantas fueron recolectadas en fincas y a orillas de los caminos en areas aledafias de la
regiéon Litoral de Argentina, entre los afios 2019 y 2020. Cada especie fue identificada y un
ejemplar  herborizado fue depositado en el Herbario de Ila FCA-UNL “SF”
(acrénimo segun Thiers, 2024) (Tabla 8). Después de la cosecha, las plantas se secaron en un
ambiente adecuado (un cuarto oscuro y con baja humedad relativa), mientras se separaban sus
diferentes partes (hojas, flores, frutos o toda la planta) segin el tipo de extracto que se debia
preparar. Cabe destacar que tres especies (Orthosia virgata, Solanum argentinum y Solanum
pilcomayense) fueron recolectadas en dos sitios geograficos diferentes con el fin de evaluar si el
lugar de colecta se correlacionaria con la bioactividad y por consiguiente con su fitoquimica. Por
este motivo, en las siguientes tablas se veran estas especies como (1) y (2), indicando sus dos

procedencias.

37



Tabla 8: Datos identificatorios de las especies seleccionadas, familia botdnica, nombre cientifico, nimero de Voucher specimen, fecha y

lugar de recoleccién o adquisicion.

Familia Nombre cientifico N° Voucher specimen Fecha y lugar de colecta o adquisicién
Anacardiaceae  Schinus molle L. MD57 UNL 15/01/2016, patio de la FCA-UNL, Las Colonias, Santa Fe
Araujia brachystephana (Griseb.) Fontella & Goyder ~ Pensiero et Zabala 13800 13/08/2019, San Javier, Santa Fe, 30°03723.2"S 59°51734.8"W
Forsteronia glabrescens Mill. Arg. Pensiero et Zabala 13804 13/08/2019, Gral. Obligado, Santa Fe, 28°427°54.8"S 59°23°13.7"W
Apocynaceae Orthosia virgata (Poir.) E. Fourn. (1) Pensiero et Zabala 13802 13/08/2019, San Javier, Santa Fe, 30°03723.2"S 59°51°34.8"W
Orthosia virgata (Poir.) E. Fourn. (2) Pensiero et Zabala 13805 13/08/2019, Gral. Obligado, Santa Fe, 28°427°54.8"S 59°23°13.7"W
Funastrum clausum (Jacq.) Schltr. Pensiero ef Zabala 13797 13/08/2019, San Javier, Santa Fe, 30°03723.2"S 59°51734.8"W
Bromeliaceae Tillandsia tricholepis Baker Pensiero et Zabala 13798 13/08/2019, San Javier, Santa Fe, 30°03723.2"S 59°51°34.8"W
Fabaceae Albizia inundata (Mart.) Barneby & J.W. Grimes Pensiero et Zabala 13816 14/08/2019, Gral. Obligado, Santa Fe, 28°12°53.9"S 59°08°58.3"W
Vachellia caven (Molina) Seigler & Ebinger MD39 UNL 17/03/2019, Las Colonias, Santa Fe, 31°26'30.3"S 60°5624.7"W
Geraniaceae Pelargonium graveolens L'Hér. MD58 UNL 11/10/2017, CECIF, Las Colonias, Santa Fe
Myrtaceae Melaleuca linearis Schrad. & J.C. Wendl MD28 UNL 11/10/2017, CECIF, Las Colonias, Santa Fe
Nictaginaceae  Pisonia zapallo Griseb Pensiero et Zabala 13808 13/08/2019, Gral. Obligado, Santa Fe, 28°42°54.8"S 59°23°13.7"W
Phytolaccaceae  Petiveria alliacea L. Pensiero et Zabala 13975 13/08/2019, San Javier, Santa Fe, 30°03723.2"S 59°51734.8"W
Polygonum stelligerum Cham. MDS55 UNL 16/03/2019, San Pedro, Bs As, 33°40'11.6"S 59°39'38.4"W
Polygonaceae  Polygonum lapathifolium L. MD 54 UNL 16/03/2019, San Pedro, Bs As, 33°40'11.6"S 59°39'38.4"W
Persicaria acuminata (Kunth) M. Gémez SG1675 UNR 30/3/2015 Retiro San Juan, San Pedro, Buenos Aires
Ranunculaceae  Clematis montevidensis Spreng. Pensiero et Zabala 13824 17/08/2019, Vera, Santa Fe, 29°28°17.6"S 60°05727.7"W
Solanum argentinum Bitter & Lillo (1) Pensiero et Zabala 13820 16/08/2019, Tapenagd, Chaco, 27°537°17.9"S 59°51°39.4"W
Solanum argentinum Bitter & Lillo (2) Pensiero et Zabala 13817 16/08/2019, Lib. San Martin, Chaco, 26°07°13.9"S 59°5625.1"W
Solanaceae Solanum granulosum-leprosum Dunal Pensiero et Zabala 13806 13/08/2019, Gral. Obligado, Santa Fe, 28°42°54.8"S 59°23°13.7"W
Solanum pilcomayense Morong (1) Pensiero et Zabala 13815 14/08/2019, Gral. Obligado, Santa Fe, 28°13°42.2"S 59°06°52.6"W
Solanum pilcomayense Morong (2) Pensiero et Zabala 13801 13/08/2019, San Javier, Santa Fe, 30°03723.2"S 59°51734.8"W
Solanum caavurana Vell. Pensiero et Zabala 13813 14/08/2019, Gral. Obligado, Santa Fe, 28°13°42.2"S 59°06°52.6"W
Lantana megapotamica (Spreng.) Tronc. Pensiero et Zabala 13796 13/08/2019, San Javier, Santa Fe, 30°03723.2"S 59°51734.8"W
Verbenaceae Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson Olivella, Getar y Gutiérrez 05 FHUC  26/05/2017, Depto. La Capital, Santa. Fe.

Lippia turbinata Griseb.

JFP11609 UNL

5/12/2016 6km al NO de los Chiriguanos, Dpto de Bermejo, Formosa
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Preparacion de extractos fijos

Para la preparacién de los extractos, el material vegetal fresco se colocd en un lugar
seco y ventilado hasta su deshidratacion (Figura 13. A). Una vez seco, las partes aéreas secas se
molieron mediante Mixer Philips modelo HR1363/06 y fueron almacenadas para su posterior
procesamiento (Figura 13. B). Los solventes utilizados para las maceraciones sucesivas fueron
diclorometano (DCM) y metanol (MeOH) marca Ciccarelli calidad p.a. (Figura 13. C). El
material vegetal fue separado por filtracién con vacio mediante embudo Buchner de 112 mm de
didmetro (Figura 13. D) y las soluciones extractivas fueron concentradas a presion reducida
hasta sequedad mediante un evaporador rotatorio Biichi modelo B-480 (Figura 13. E). De esta
forma se extrajo la mayoria de los compuestos presentes en las especies vegetales en estudio,

obteniéndose extractos fijos diclorometanicos y metandlicos (Figura 13. F).

Figura 13: Imagenes que muestran el tratamiento del material vegetal y los equipos
utilizados para realizar los extractos fijos. A. Secado del material vegetal. B. Molienda y pesaje.
C. Material en proceso de maceraciéon con solventes. D. Proceso de filtrado al vacio. E.
Evaporacion de soluciones extractivas con rotavapor. F. Extracto crudo. G. Equipo de

destilacién por arrastre con vapor para obtener aceites esenciales.

En la Tabla 9 se muestran los datos para la preparacién de los extractos fijos.
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Tabla 9: Especie, parte utilizada, cantidad de material seco procesado (g), tipo de

extracto segun el solvente utilizado y abreviatura. Método extractivo: Maceraciones sucesivas (3

x 24 h).

Tipo de extracto

Nombre cientifico Parte utilizada Material segun el solvente Abreviatura
seco (g) o
utilizado
3 Diclorometano DCM de A. brachystephana
A. brachystephana Partes aéreas 50,200
Metanol M de A. brachystephana
3 Diclorometano DCM de F. glabrescens
F. glabrescens Partes aéreas 50,930
Metanol M de F. glabrescens
. 3 Diclorometano DCM de O. virgata (1)
0. virgata (1) Partes aéreas 47,540 )
Metanol M de O. virgata (1)
) ) Diclorometano DCM de O. virgata (2)
0. virgata (2) Partes aéreas 53,450 )
Metanol M de O. virgata (2)
Diclorometano DCM de F. clausum
F. clausum Partes aéreas 50,510
Metanol M de F. clausum
) ) Diclorometano DCM de T. tricholepis
T. tricholepis Planta completa 35,840 ) )
Metanol M de T. tricholepis
Diclorometano DCM de A. inundata
A. inundata Partes aéreas 55,174
Metanol M de A. inundata
Diclorometano DCM de V. caven
V. caven Flores 135,300
Metanol M de V. caven
Diclorometano DCM de P. zapallo
P. zapallo Partes aéreas 51,360
Metanol M de P. zapallo
Diclorometano DCM de P. alliacea
P. alliacea Partes aéreas 82,990 .
Metanol M de P. alliacea
. . Diclorometano DCM de P. stelligerum
P. stelligerum Hojas 53,360 )
Metanol M de P. stelligerum
o . Diclorometano DCM de P. lapathifolium
P. lapathifolium Hojas 55,740 o
Metanol M de P. lapathifolium
. Diclorometano DCM de P. acuminata
P. acuminata Hojas 80,700
Metanol M de P. acuminata
Diclorometano DCM de C. montevidensis
C. montevidensis Partes aéreas 50,870
Metanol M de C. montevidensis
. . Diclorometano DCM de S. argentinum (1)
S. argentinum (1) Partes aéreas 100,200 ]
Metanol M de S. argentinum (1)
) . Diclorometano DCM de S. argentinum (2)
S. argentinum (2) Partes aéreas 54,470 .
Metanol M de S. argentinum (2)
Dicl t DCM de S. granulosum-leprosum
S. granulosum-leprosum Partes aéreas 100,250 relorometano & P
Metanol M de S. granulosum-leprosum
. . Diclorometano DCM de S. pilcomayense (1)
S. pilcomayense (1) Partes aéreas 42,220 .
Metanol M de S. pilcomayense (1)
. . Diclorometano DCM de S. pilcomayense (2)
S. pilcomayense (2) Partes aéreas 50,550 ]
Metanol M de S. pilcomayense (2)
S. caavurana Partes aéreas 57,740 Diclorometano DCM de S. caavurana
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Metanol M de S. caavurana

) ) Diclorometano DCM de L. megapotamica
L. megapotamica Partes aéreas 57,360 .
Metanol M de L. megapotamica

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 segin normas farmacopeicas, mostrado en la Figura 13.G. En todos los casos, se tuvo
en cuenta la precaucion de no someter a secado el material recolectado para evitar la liberacion
de los compuestos voldtiles. En la Tabla 10 se describe el modo en el que se proces6 cada

especie vegetal destinada a la obtencién de aceites esenciales.

Tabla 10: Nombre cientifico, parte utilizada, abreviatura, cantidad de material fresco

procesado (g), y método extractivo para aquellas plantas productoras de aceites esenciales.

Nom!)re Pa.r.t ¢ Material fresco Método extractivo Abreviatura

cientifico utilizada (g)

S molle hojas 100 Destilacion por arrastre con AE Sm
vapor de agua

P. graveolens hojas 652.7 Destilacion por arrastre con AE Pg
vapor de agua

M. linearis hojas 506,25 Destilacidn por arrastre con g\ py
vapor de agua

L alba hojas 423,51 Destilacion por arrastre con AE La
vapor de agua

L. wurbinata hojas 346,78 Destilacién por arrastre con by 4
vapor de agua

Resultados

Seleccion de las especies vegetales

En el Anexo I se describi6 la bisqueda bibliografica para cada especie evaluada por su
capacidad antiftingica y en la Tabla 8 de este capitulo se informé los datos identificatorios de

todas ellas.

Rendimientos

En las Figuras 14 y 15 se muestran los rendimientos de todos los extractos fijos
diclorometdnicos y metandlicos, respectivamente. Los resultados se expresan en gramos de
extracto obtenido mediante el método extractivo de maceracién por 100 gramos de muestra

vegetal seca procesada (en porcentaje).
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Dentro de los extractos diclorometdnicos (Figura 14), el que obtuvo mayor rendimiento
fue el correspondiente a F. clausum con un 3,71%. Rendimientos menores al 3,71% pero
mayores al 2,29% fueron obtenidos de: S. argentinum (3,48%), T. tricholepis (3,36%), S.
granulosum-leprosum (3,20%), A. brachystephana (2,39%), O. virgata (1) (2,39%) y O. virgata
(2) (2,29%). El resto de los extractos DCM presentaron rendimientos menores al 2%: F.
glabrescens (1,86%), S. caavurana (1,40%), S. pilcomayense (1,33%), P. zapallo (1,31%), V.
caven (1,30%), P. acuminata (1,16%), A. inundata (1,07%) y C. montevidensis (1,03%).
Finalmente, los extractos que presentaron rendimientos muy bajos fueron: DCM de S.
argentinum (0,73%), DCM de P. stelligerum (0,71%), DCM de P. lapathifolium (0,63%), DCM
de S. pilcomayense (0,52%), DCM de L. megapotamica (0,44%) y DCM de P. alliacea (0,42%).

Rendimiento de extractos diclorometanicos

P. alliacea 0,42
L. megapotamica 0,44
8. pilcomayense 0,52
P. lapathifolium 0,63
P. stelligerum 0,71
S. argentinum 0,73

C. montevidensis 1,03

A. inundata

P. acuminata

V. caven

P. zapailo

S. pilcomayense

S. caavurana

F. glabrescens

0. virgata

0. virgata

A. brachystephana
S. granulosum-leprosum
T. tricholepis

S. argentinum

F. clausum

1,07
1,16
1,30
1,31
1,33
1,40
1,86
2,29
2,39
2,39

3,20
3,36
3,48
3,71

0,00 0,50

1,00 1,50 2,00 2,50

Rendimiento (%)

3,00 3,50 4,00

Figura 14: Rendimientos de extractos diclorometdnicos de las distintas muestras

vegetales secas.

De los extractos metandlicos (Figura 15), el que presenté mayor rendimiento fue el

correspondiente a A. brachystephana con un 10,68%. Rendimientos menores al 10,68% pero
mayores al 7,29% fueron obtenidos de las muestras de: S. caavurana (10,26%), C.
montevidensis (10,23%), P. zapallo (7,74%), S. argentinum (1) (7,67%), S. pilcomayense
(7,56%), V. caven (71,31%), F. glabrescens (7,29%), F. clausum (7,17%) y S. argentinum (2)
(7,02%). El resto de los extractos metandlicos presentaron rendimientos menores al 7%: P.

acuminata (6,81%), S. granulosum-leprosum (5,05%), O. virgata (1) (4,98%), L. megapotamica
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(4,48%), T. tricholepis (4,45%) y O. virgata (2) (4,14%). Finalmente, los extractos metandlicos

que presentaron menores rendimientos fueron: A. inundata (3,44%), S. pilcomayense (3,23%),

P. alliacea (3,05%), P. lapathifolium (3,05%) y P. stelligerum (2,76%).

Rendimiento de extractos metanoélicos

P. stelligerum 2,76
P. lapathifolinm
P. alliacea

S. pilcomayense
A. inundata

0. virgata

T. fricholepis

L. megapotamica

0. virgata 4,98
§. granulosum-leprosum 5,05

P. acuminata 6,81

S. argentinum 7,02
F. clausum 7,17
F. glabrescens 7,29

V. caven 7,31
8. pilcomayense 7,56
S. argentinum 7,67
P. zapallo | ——— 74
C. monftevidensis

S. caavurana

A. brachystephana

10,23
10,26

10,68

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Rendimiento (%)

10

11

Figura 15: Rendimientos de extractos metandlicos de las distintas muestras vegetales

secas.

Obtencion de Aceites esenciales

En la Tabla 11 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 11: Rendimientos de los aceites esenciales obtenidos de las muestras vegetales

correspondientes por destilacién por arrastre con vapor de agua.

Nombre cientifico Parte utilizada Abreviatura Rendimiento (%)
S. molle hojas AE Sm 1,42
P. graveolens hojas AE Pg 0,31
M. linearis hojas AE Ml 1,15
L. alba hojas AE La 0,54
L. turbinata hojas AE Lt 0,56
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Discusion

Las plantas desarrollaron un complejo sistema de defensa para superar el estrés bidtico
y abidtico (Ballhorn et al., 2009); presentan sistemas de sefalizacién y reconocimiento
especificos que les permiten detectar la entrada de patdgenos rdpidamente e inducir una
respuesta de defensa que en la mayoria de las interacciones resulta eficaz para detener la
penetracion y/o infeccidn (Schaller & Ryan, 1996). La formacion de metabolitos secundarios es
el resultado de millones de afios de interaccidn de las plantas con los patégenos y se considera
que més de 100.000 metabolitos se encuentran involucrados en el sistema de defensa (Zaynab et

al., 2018).

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 extraccion mds adecuado. Es importante tener presente que la
investigacién fitoquimica basada en la etnofarmacologia, es considerada eficaz en el
descubrimiento de nuevas entidades quimicas con potencial como farmacos; pero al no
disponerse de informacién sobre su naturaleza, la eleccién de metodologias con gran poder

extractivo, es de suma importancia (Brusotti et al., 2014).

Este capitulo se refiri6 a las extracciones del conjunto de los metabolitos secundarios de
las diferentes especies vegetales seleccionadas, teniendo en cuenta los antecedentes
mencionados en las fichas técnicas de cada una de ellas, obteniéndose 42 extractos. De ellos, se
obtuvieron 21 extractos diclorometédnicos (a partir de 21 especies) y 21 extractos metandlicos (a
partir de 21 especies). En todos los casos se realizaron extracciones sucesivas, utilizindose una
purificacién preliminar en base a las propiedades lipofilicas/hidréfilas y/o dcidas/bédsicas seguin

lo informaba la literatura (Brusotti et al., 2014).

La extraccion de compuestos bioactivos se realizd mediante métodos clasicos o
convencionales, que utilizan disolventes organicos o agua, a presion atmosférica y a
temperaturas ambiente o controladas. L.a maceracion es una técnica antigua de extraccion donde
se utilizan solventes orgédnicos, requiere un volumen importante, tiempo de extracciéon y
procedimientos manuales que dependen del investigador e implica gran mano de obra (Rasul,
2018; Madureira et al., 2020). Existen variables de extraccién (tipo de solvente, temperatura,
grado de molienda y tipo de material vegetal) que influyen significativamente en la
recuperacion de compuestos bioactivos y deben considerarse para la optimizacién del proceso.
Los métodos de extraccion asistida demostraron ser mds efectivos que los convencionales para
extraer antioxidantes polifendlicos de subproductos agricolas, y si bien presentan mayor
efectividad que los métodos convencionales, el costo del equipamiento que requieren, hicieron

poco viable su implementaciéon (Madureira et al., 2020).
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La seleccién del sistema disolvente depende en gran medida de la naturaleza especifica
del compuesto bioactivo al que se dirige. En el caso de compuestos hidréfilos, se utilizan
disolventes polares como metanol, etanol o acetato de etilo; mientras que, si la extraccion es de
compuestos mas lipdfilos, se utiliza hexano, éter de petrdleo o diclorometano (Sasidharan et al.,
2021). Los extractos metandlicos obtenidos de todas las especies estudiadas aqui, produjeron
rendimientos mayores que los extractos diclorometanicos; este hecho se debe a la cantidad y
tipo de moléculas que pueden ser extraidas por el solvente metanol (Derita ef al., 2009; Wakeel

etal., 2019).

Para la determinacién de la calidad de plantas productoras de aceites esenciales, el
método de extraccién es un factor vital. Si se utilizan métodos inadecuados para la extraccion,
se produce una pérdida de rendimiento y calidad del aceite, y por consiguiente de su actividad
biolégica. La mayoria de los aceites esenciales son producidos por destilacién al vapor (Shankar
et al.,2021). También es necesario tener en cuenta que la cantidad de aceite esencial presente en
la planta es afectada por las condiciones climaticas y de habitat, plantacidn, etapas y métodos de
cosecha, fertilizacioén, y condiciones internas (El Khetabi et al., 2022). Los aceites esenciales
suelen estar presentes en cantidades muy bajas en el material vegetal, y esto se evidencia a
través de los rendimientos que se obtienen. Segin Brusotti et al. (2014), los rendimientos
obtenidos en estas extracciones no superaron el 1,15%; en esta tesis, el mayor rendimiento

obtenido alcanz6 el 1,42% para el caso de S. molle.

Conclusion

La busqueda de informacién etnobotdnica permitié la seleccion de 21 plantas nativas
con posible actividad antimicrobiana. Se obtuvieron 42 extractos fijos y 5 aceites esenciales
utilizando diferentes metodologias extractivas, con diferentes solventes o por arrastre con vapor
de agua para el caso de aceites esenciales. Los rendimientos obtenidos a través de las
metodologias utilizadas se encuentran dentro de los pardmetros esperables, logrando el material

de partida para los ensayos in vitro.
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Capitulo III: Ensayos in vitro de los extractos y aceites esenciales obtenidos a partir
de las especies vegetales seleccionadas, por su capacidad antifiingica contra los
fitopatégenos en estudio

Introduccion

Las enfermedades de poscosecha de citricos se han controlado durante muchos afios
unicamente mediante la aplicacion de fungicidas convencionales como (1) Imazalil (IMZ)
[(RS)-1-(p-aliloxi-2,4-diclorofenetil) imidazol], el cual constituye el fungicida de poscosecha
mas comiinmente empleado por la industria citricola; (2) Tiabendazol (TBZ) [2-(1,3-tiazol-4-il)
bencimidazol], que pertenece al grupo de fungicidas bencimidazoles y se ha utilizado para el
control de mohos de los citricos; (3) Ortofenilfenato de sodio (SOPP) [(1,10-bifenil)-2-olato de
sodio], que se utiliza actualmente en formulaciones fungicidas combinadas; (4) Guazatina y
propiconazol, que se han utilizado en Europa, Sudéfrica y Australia para el control de G. citri-
aurantii; y finalmente, pirimetanil (PYR) (4,6-dimetil-N-fenil-2-pirimidinamina), fludioxonil
(FLU) [4-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol4-il)-1H-pirrol-3-carbonitrilo], azoxistrobina (AZX)
[metil-(2E)-2-{2-[6-(2-cianofenoxi)pirimidin-4-iloxi]fenil } -3-metoxiacrilato] y trifloxistrobina
(TEFX) (metil-(E) metoxiimino-{ (E)-a-[ 1-(a,0,a-trifluoro-m-tolil)etilidenoaminoxi]-o-
tolil }acetato) que se clasifican como fungicidas de “riesgo reducido” (Palou, 2014; Smilanick et
al., 2008). En cuanto a P. citricarpa, se utilizan como principios activos azoxistrobina,

pyraclostrobin y trifloxistrobin (SENASA, 2006).

Como fue expuesto en el Capitulo 1, la utilizacién continua de estos tratamientos desde
hace muchos afios, ha contribuido a la proliferaciéon de cepas flingicas resistentes (Ismail y
Zhang, 2004), por lo que el uso excesivo o inadecuado de estos fungicidas representa un riesgo
para la salud humana y animal, debido a la contaminacién de los alimentos y el cambio
climético; el problema estd creciendo a un ritmo acelerado (Stegmayer et al., 2020; Di Liberto
et al., 2019). En este contexto, existen algunas nuevas alternativas para el control de
enfermedades que se presentan en poscosecha de citricos, como el control biolégico, el uso de
productos naturales obtenidos de diferentes fuentes y la termoterapia (Moura et al, 2019). Los
productos naturales obtenidos a partir de extractos de plantas o aceites esenciales, que han
revelado accién no téxica y biodegradabilidad, podrian ser evaluados por su capacidad
fungicida. (Di Liberto et al., 2019; Stegmayer et al., 2021). Las plantas brindan oportunidades
para evaluar y aislar nuevos compuestos antifiingicos debido a su amplia diversidad quimica
(Stegmayer et al., 2022b; Svetaz et al., 2010). En el Capitulo 2 se han expuesto diferentes
especies vegetales con potencial actividad antifiingica de acuerdo a los antecedentes hallados en

la bibliografia. En este capitulo se describe la evaluacion antiflingica in vitro, mediante distintos
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bioensayos segtin la naturaleza quimica de cada producto natural a evaluar (extractos o aceites

esenciales), contra los patégenos de citricos aislados.

Materiales y Métodos
Obtencion de suspensiones fiingicas

Para la obtencién de los indculos, se realizaron repiques frescos en placa con medio
Agar-Papa-Dextrosa (APD) marca MCD Lab®. Dichas placas se incubaron entre 20 y 25 °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
raspo con un ansa estéril de modo de obtener una suspensién de conidios. Esta solucién se filtrd
a través de una gasa con ayuda de una jeringa estéril y se contaron los conidios en cdmara de
Neubauer segtn lineamientos del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017).
Ademds, a partir de esta solucién de conidios, se logré una solucién entre 1x10* a 1x10°
conidios mL™! que se utilizaron para los ensayos fingicos. Los microscopios utilizados fueron

Correct Tokyo Seiwa Optical n° 612816 y Primo Star ZEISS, este tltimo con cdmara integrada.

Bioensayo de susceptibilidad in vitro para extractos fijos

Las pruebas de difusion se realizaron utilizando placas de Petri estériles de 9 cm de
didmetro provistas de cuatro divisiones, de modo que cada muestra se analizé por
cuadruplicado. Se prepararon soluciones de extractos de plantas a una concentracién de 50 mg
mL-1 en DMSO que se disolvieron con ayuda de un sonicador marca Arcano y, una vez
disueltas, 400 uL. de esta solucién madre se diluyeron en 20 mL de medio de cultivo APD
fundido. Después de agitar vigorosamente con agitador vortex DragonLab MX-S y antes de que
la mezcla se solidificara, se vertieron 5 ml de las mezclas a 1000 ppm de extracto en cada uno
de los cuatro compartimentos de las placas de Petri y se dejaron enfriar. Se inocularon 10 pL de
una suspensién de conidios de concentracién 1x10° UFC mL-1 de los fitopatégenos P.
digitatum, P. italicum, G. citri-aurantii y P. citricarpa, dentro de un pocillo ubicado en el centro
de cada compartimento una vez solidificado el medio, de acuerdo con la metodologia

desarrollada y publicada (Stegmayer et al., 2020; Stegmayer et al., 2022a).

Se prepard un control negativo utilizando el fungicida comercial Imazalil® y el solvente
DMSO sin extracto vegetal sirvié como control positivo (de crecimiento). Cuando el micelio de
las placas del control positivo alcanzé el extremo de los cuadrantes, se realiz6 la primera lectura
del drea del micelio de la placa tratada, con el software ImageJ® (Rasband, 2020). Los

porcentajes de inhibicién promedio con sus desviaciones estdndar se determinaron a los 7 y 14
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dias después de la inoculacién. En el caso de P. citricarpa las lecturas se realizaron a los 12y

24 dias debido al crecimiento mds lento de este hongo.

El porcentaje de inhibicién se calcul6 de acuerdo con la ecuacién 1. Se considerd una
inhibicién del 100% cuando luego de 48 h de finalizado el ensayo, las placas tratadas con el
extracto colocado en el medio APD, no presentaron ningtin tipo de crecimiento flngico. Se
obtuvo un valor promedio de las dreas de crecimiento flingico en cada divisién de la placa, que
permitieron calcular el porcentaje de inhibicién segin la siguiente ecuacién (1) (Magaldi et al.,

2004).

[1%=100C-M)/C |1,

Siendo 1% el porcentaje de inhibicidn, C el promedio de las dreas de las 4 divisiones de
las placas del control positivo (+) y M el promedio de las areas de las 4 divisiones de la placa

con el extracto de interés.

Para el andlisis de los resultados por categorias de accién fungicida los resultados se
dividieron en las siguientes categorias para el andlisis porcentual: extracto inactivo (inhibicién
del crecimiento de hongos inferior al 50%), extracto moderadamente activo (inhibicién del
crecimiento de hongos entre 50 y 80%) y extracto activo (inhibicién del crecimiento de hongos
superior al 80%) (Stegmayer et al., 2022b). Todos los resultados se calcularon y expresaron
como media + desviacion estandar de las determinaciones realizadas. A través del programa R
se realizaron intervalos de confianza para la media de cada tratamiento con un 0=0,05. Ademas,

se implement? el ajuste de Tukey para analizar las diferencias.

Ensayo de volatiles para determinacion de la actividad de aceites esenciales

Se utilizaron placas de Petri de vidrio de 60 mm de didmetro estériles que fueron
cubiertas con 20 mL de medio APD y una vez solidificado el mismo, se colocé en el centro, 10
uL de inéculo fingico de concentraciéon 1x10° UFC mL-1. Una vez evaporada el agua de la
solucién de conidios inoculada, en el centro de la tapa de la placa de Petri se depositaron 10 pL
de aceite esencial o agua, esta ultima correspondiente al control (+). Para realizar el control
negativo (—) se utilizé Imazalil agregado al medio fundido a la dosis comercial recomendada por
CASAFE. La cantidad de aceite esencial utilizado en el ensayo (teniendo en cuenta el volumen
total de la placa de Petri) se corresponde a una concentracién 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. Se
finaliz6 el ensayo cuando el micelio desarrollado en cada placa control + cubrié por completo la

superficie.
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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 inhibicién segun la siguiente ecuacion (2) (Kloucek et al.,

2012):

[1%=100C-M)/C_ | 5,

Siendo 1% el porcentaje de inhibicidn, 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. Estas
medidas fueron obtenidas mediante el escaner LA2400 con el software WinRHIZO 2013 de
Regeant Instrument Canadd y posteriormente su area, fue calculada mediante el programa
Image]® (Rasband, 2020). 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 categorizacién de las inhibiciones, se utiliz6 el valor de 100% de inhibicién a
aquellas que tenian iguales propiedades fungicidas al control (-), y en base a esto se definieron
los siguientes rangos de porcentajes y calificaciones: extracto activo (inhibicién del crecimiento
de hongos superior al 80%) extracto moderadamente activo (inhibicién del crecimiento de
hongos entre 50 y 80%) y extracto inactivo (inhibicién del crecimiento de hongos inferior al

50%) (Stegmayer et al., 2022b).

Resultados
Actividad antifiingica de extractos fijos

En la Tabla 12 se muestran las actividades fungicidas (media + desviacion estdndar de
las determinaciones realizadas por cuadruplicado de los porcentajes de inhibicién) de 42
extractos obtenidos de diferentes partes de 21 especies vegetales evaluadas frente a los
fitopatdgenos P. digitatum, P. italicum, G. citri-aurantii y P. citricarpa a los 7 dias post
inoculaciéon. La Tabla 13 muestra las actividades fungicidas de los extractos de plantas en

estudio, pero en este caso determinadas 14 dias después de la inoculacién.

Tabla 12: Actividad fungicida (media + desviacion estdndar de los porcentajes de
inhibicién) de 42 extractos fijos obtenidos de diferentes partes de 21 plantas nativas evaluadas
contra los fitopatégenos P. digitatum, P. italicum, G. citri-aurantii y P. citricarpa, determinada
7 dias post inoculacion. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (a<0,05)

con respecto al Control — (IMZ) 100+0? y al Control + 0+0°.
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Nombre cientifico P. digitatum P. italicum G. citri-aurantii P. citricarpa
DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH
A. brachystephana  61,0£52° 443+6,2° 30,9+6,5° 30,5£5,3° 65,450 66,6£1,8° 96,4+0,7% 86,0+0,6*
F. glabrescens 52,9+7,1°  75,1£1,5° 458469 54,1+54° 71,020,4® 70,1£2,8® 77,8+3,7° 91,040,3"
0. virgata (1) 55,3+2,9%  50,945,9° 332465 48,446,5° 88,0+4,9® 50,8+1,9° 68,0£1,8> 80,0+1,3%
0. virgata (2) 70,6+2,0° 86,3+3,8° 31,644,9° 48,5+4,7° 99,2+0,7% 100+0? 90,0+4,7°  86,05,1%
F. clausum 62,4+3,8°  81,5+1,5° 40,8+4,4° 43,1+6,9% 100£0*  33,0+5,2%  77,6+1,7° 70,7+2,5%
T. tricholepis 80,0+2,2° 85,9+0,7° 60,8+7,0° 67,1£3,6° 87,8+1,5® 54,9+1,0° 952+1,1°® 85,247,0
A. inundata 79,3+2,1° 10002 35,745,2¢ 10002 79,3£7,0°  97,320,5®° 84,646,3* 85,5+6,0°
V. caven 59,5+4,0> 76,8+3,5" 36,243,8° 58,1£6,5° 56,5£5,1% 323442 96,6+1,4% 78,5+54%
P. zapallo 73,2+4,0°  81,7#2,2° 37,5%4,7° 51,847 90,6+£7,9% 70,0+#4,2® 96,3%1,0° 84,1+3,5°
P. alliacea 72,5+1,7°  83,3+3,8° 53,242.8Y 81,3+2,2% 100+0? 62,943,9°  92,0£6,0° 87,4437
P. stelligerum 75,242,3°  80,1%2,8" 32,846,5° 57,0£53% 76,0£2,1%% 38,444,1° 84,8460 80,4+1,8%
P. lapathifolium 64,246,4°> 80,7+0,9° 33,0+3,2° 438452 82,1435% 40,2439 90,0+1,8® 78,543,1%
P. acuminata 79,5+2,2° 10002 85,2+2,9* 10002 100+0? 10002 68,4x1,1% 10002
C. montevidensis 49,4452% 56,445,1° 24,6432° 458427 65,54£2,8° 52,744,6° 942432° 68,5455
S. argentinum (1) 45246,3>  62,3£53Y 29,0+3,3° 62,745,1° 63,840,9% 73,3x1,9® 80,2+8,8* 84,0+5,0°
S. argentinum (2) 73,3+4,0° 70,0456 27,944,0° 51,644,8° 75,0£6,8® 48,6449 77,0£5,6 73,046,0™
S. granulosum- 54,7+6,00 49,5+4,5" 44,6+4,7¢ 40,0443 413x54°  61,5+5,1° 78,055 92,0+5,0°
leprosum
S. pilcomayense (1)  44,5+4,9% 10002 15,343 ,4¢ 10002 74,442 4° 10002 88,1+1,8% 79,442 2be
S. pilcomayense (2)  46,4+4,7° 100+£0*  41,9+5,3¢ 100+0? 71,0£1,9° 100£0*  76,243,7% 100£0°
S. caavurana 60,0+5,6"  94,6£1,5* 355+3,5¢ 87,8+1,3* 79,844,5% 10002 90,6+2,3% 10002
L. megapotamica 75,042,2%  56,3+4,4> 349+48° 41,6434 703%1,2° 62,945,1° 78,0£0,2° 74,049,5%
Tabla 13: Actividad fungicida (media + desviacion estindar de los porcentajes de

inhibicién) de 42 extractos fijos obtenidos de diferentes partes de 21 plantas nativas evaluadas

contra los fitopatégenos P. digitatum, P. italicum, G. citri-aurantii y P. citricarpa, determinada
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14 dias post inoculacion. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas

(0<0,05) con respecto al Control — (IMZ) 100+£0* y al Control + 0£0°.

P. digitatum P. italicum G. citri-aurantii P. citricarpa

Nombre cientifico

DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH DCM MeOH
A. brachystephana ~ 40,8+2,5" 18,443 .4° 0+0° 7,242,3¢ 13,7£3,2¢  39,544,3*  78.4461° 59,5+7,1°
F. glabrescens 38,0£3,8° 38,844,3° 30,6+4,6* 10,3+2,1°  26,1£3,7° 37,244,9* 36,0+2,9bc  65,0£9,0°
O. virgata (1) 37,9452° 337+43>  77+21° 33,8446 80,0£4,4° 29,7432  33,9+1,6° 22,0470
O. virgata (2) 45,9+3,9°  57,0+3,6° 0+0° 16,9+3,2%  90,4+6,0° 100+0? 50,5£1,6°  47,0+5,6°
F. clausum 50,3+4,5° 53,643,7°  15,1£3,6° 31,2+#4,6™  100+0° 16,0£1,2¢ 55,8425  30,0+1,3¢
T. tricholepis 76,8£2,7° 69,1£1,8° 55,0£2,7° 39,1£6,5° 26,7£1,7° 46,9428  772422°  60,0+£7,5°
A. inundata 60,3£2,7°  100£0®°  34,3+6,2° 100£0* 71,5453  92,5+0,2*  73243,9°  71,0+7.4°
V. caven 42,3+3,7°  33,0£6,1° 30,0£5,8*  11,0£3,0° 0+0° 22,0£5,1¢ 35,0482  46,1+3,6°
P. zapallo 52,9459% 39,5444 18,34 ,4° 0+0° 10,3£2,7¢  44,6£5,3%  65,7+4,0°  60,7£1,5°
P. alliacea 67,24£2,9% 58,846,7° 41,042,0¢ 57,8+3,3° 10002 34,445,8%  474+1,8°  56,0£2,1°
P. stelligerum 50,2+1,5° 42,3+4,3° 0+0° 0£0° 59,1+4,1%  21,541,6°  49,5+1,3%  42,145,2¢
P. lapathifolium 37,846,5° 33,0£5,3° 0+0° 0+0° 22,1+3,6°  20,5+1,2°¢ 19,0£5,2¢ 44,3493
P. acuminata 64,052  100£0? 48,7£9,7° 100+0? 10002 100+0? 30,8+1,4°¢ 100+0?
C. montevidensis 41,446,2°  10,422,0° 0+£0° 11,6+4,5°¢ 0+0° 31,6%4,3  75,1x10,0® 17,0£9,2¢
S. argentinum (1) 50,1+6,3° 50,1+5,2° 0+0° 27,8+3,5%  393+45% 33142,8%  594+9,0°  49,1+34°
S. argentinum (2) 29,544,3%  40,246,7° 0+0° 13,8+2,3¢ 0+0° 37,545,8% 442422  80,3+6,2%
. granulosum- 384+43° 1043375 299£47%  0%0° 0£0°  374436% 40,0:62° 850408
leprosum
S. pilcomayense (1) 32,4+4,7°  100+0? 0+0° 100+0° 17,844,7¢ 100+0? 80,1£7,6®  76,0+7,2°
S. pilcomayense (2)  32,8+4,8°  100x0? 27,443,7% 100+0? 0x0° 100+0? 35,5+1,2°¢ 100+0?
S. caavurana 50,4455 88,3%2,2* 18,2432  557+4,3> 71,043,9% 100+0? 75,246,0° 100+0?
L. megapotamica 62,9+5,4°> 23,6+5,3> 34,6+4,2° 22 5+4 4b¢ 0+0° 34,6+3,4% 42 8+1,2>  56,0+2,3°

A partir de las Tablas 12 y 13 se pueden destacar algunos comentarios: de todos los

extractos DCM obtenidos de las 21 especies evaluadas frente a P. digitatum, ninguno de ellos

presenté 100% de inhibicion contra este patdgeno, pero los mds activos después de 7 dias de
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incubacién fueron los correspondientes a T. tricholepis, A. inundata, P. stelligerum y P.
acuminata (80,0, 79,3, 75,2 y 79,5% de inhibicién del crecimiento fiingico, respectivamente).
Estos porcentajes disminuyeron después de 14 dias de incubacién a 76,8, 60,3, 50,2 y 64,0%,
respectivamente. La inhibicién de P. italicum por los extractos de DCM resulté menor que la de
P. digitatum, ya que ningin extracto de este tipo super6 el 70% de inhibicidn del crecimiento a
los 7 dias después de la inoculacién, excepto el extracto DCM de P. acuminata que arroj6é un
85,2% de inhibicion contra este patogeno causante del moho azul. En contraste, varios extractos
DCM mostraron una alta inhibicién contra G. citri-aurantii (O. virgata, T. tricholepis, A.
inundata, P. lapathifolium, P. acuminata y algunas especies de Solanum disminuyeron el
crecimiento fungico en més del 70%) y sorprendentemente, los extractos DCM de F. clausum,
P. alliacea y P. acuminata interrumpieron completamente el crecimiento de G. citri-aurantii
incluso 14 dias después de la inoculacién, lo que representa potentes productos fungicidas.
Respecto a P. citricarpa, ninguno de los extractos DCM presenté 100% de inhibicién, pero los
mads activos después de 7 dias de incubacién se obtuvieron de A. brachystephana (96,4%), O.
virgata (2) (90,0%), T. tricholepis (95,2%), A. inundata (84,6%), V. caven (96,6%), P. alliacea
(92,0%), P. stelligerum (84,8%), P. lapathifolium (90,0%), C. montevidensis (94,2%), P.
zapallo (96,3%), S. argentinum (1) (80,2%), S. pilcomayense (1) (88,1%) y S. caavurana
(90,6%). Estos porcentajes disminuyeron después de 14 dias de incubacién al 78,4%, 50,5%,
77,2%, 73,2%, 35,0%, 47,4%; 49,5%, 19,0%, 75,1%, 65,7%, 44,2%, 80,1% y 752%,

respectivamente.

En cuanto a los extractos MeOH, se puede observar que fueron mds activos que los
extractos DCM, probablemente debido a las diferentes capacidades de extracciéon y a la
presencia de sustancias mds polares como compuestos fendlicos, alcaloides o glucésidos
flavondlicos. Los extractos metandlicos de O. virgata (2), F. clausum, T. tricholepis, P.
alliacea, P. stelligerum, P. lapathifolium, P. zapallo y S. caavurana inhibieron el crecimiento
de P. digitatum en mas del 80%. Ademas, los extractos MeOH correspondientes a A. inundata,
P. acuminata y las dos colecciones de S. pilcomayense presentaron 100% de inhibicion frente a
P. digitatum incluso pasados los 14 dias después de la inoculacién. La inhibicién de P. italicum
por extractos MeOH no fue tan alta como la inhibicién de P. digitatum: los extractos de P.
alliacea 'y S. caavurana inhibieron en 81.3 y 87.8% respectivamente, pero esta actividad
disminuy6 después de 14 dias. Sorprendentemente, A. inundata, P. acuminata y ambas
colecciones de S. pilcomayense mantuvieron el 100% de actividad inhibidora de P. italicum
durante més de 14 dias. Respecto a G. citri-aurantii, su crecimiento fue inhibido al 100% por
mds de 14 dias por los extractos MeOH de O. virgata (2), P. acuminata, ambas colecciones de
S. pilcomayense y S. caavurana, siendo también destacable la actividad del extracto MeOH de

A. inundata mostrando mas del 90% de inhibicién incluso 14 dias post-inoculacién. Finalmente,
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para el caso de P. citricarpa, si bien varios extractos MeOH mostraron importantes inhibiciones
(mayores al 80%) al dia 7 de la inoculacidn, solo los correspondientes a S. pilcomayense (2), S.
caavurana 'y P. acuminata conservaron el 100% de inhibicién del agente causal de la mancha

negra luego de 14 dias de incubacion.

Analisis de los porcentajes de extractos activos, moderadamente activos e inactivos

Los resultados se dividieron en las siguientes categorias de accioén fungicida para el
andlisis porcentual: extracto inactivo (inhibicién del crecimiento de hongos inferior al 50%),
extracto moderadamente activo (inhibicién del crecimiento de hongos entre 50 y 80%) y
extracto activo (inhibicién del crecimiento de hongos superior al 80%). Segun esta clasificacion,
el 5% de los extractos DCM probados contra P. digitatum fue clasificado como activo, el 76%
de ellos fueron moderadamente activos y el 19% resultaron inactivos después de 7 dias de
inoculacidén. El porcentaje de extractos de DCM moderadamente activos disminuy6 del 76% al
48% vy el porcentaje de extractos inactivos aument6 del 19% al 52% a los 14 dias de incubacién.
Estos resultados pueden sugerir que algunos extractos de DCM podrian ser fungistiticos por un
periodo corto, pero no fungicidas. Para P. italicum, la mayoria de los extractos DCM fueron
inactivos (90%), y solo el 5% de ellos resultaron activos y moderadamente activos después de 7
dias de incubacién. Luego de los 14 dias, ese 5% de extractos DCM activos pasaron a ser
moderadamente activos, quedando un 10% de extractos en esta ultima categoria y el 90% de
ellos inactivos. Este hongo representa el mas resistente a los extractos DCM entre las cuatro
cepas fitopatégenas en estudio. Por el contrario, G. citri-aurantii fue el fitopatdgeno mds
susceptible a los extractos de DCM, ya que el 38% de ellos resultaron activos a los 7 dias, pero
disminuyeron al 24% a los 14 dias después de la inoculacion; el 57% fueron moderadamente
activos después de los 7 dias y disminuyeron al 14% después de 14 dias; y el porcentaje de
extractos DCM inactivos DCM contra G. citri-aurantii fue del 5 % después de 7 dias,
aumentando al 62 % después de 14 dias. Esto indica también varios extractos con propiedades
fungistéticas y no fungicidas. En el caso de P. citricarpa, el 62% de los extractos DCM fueron
activos, el 38% de ellos fueron moderadamente activos, y no hubo extractos DCM inactivos a
los 7 dias de inoculacidén; pero luego de 14 dias, el porcentaje de extractos activos disminuyd
considerablemente al 5%, aumentando concomitantemente el porcentaje de extractos DCM

inactivos que alcanzé un 52% (Figura 16).
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Figura 16: Porcentaje de extractos DCM activos, moderadamente activos e inactivos

evaluados contra cada hongo fitopatégeno. A. 7 dias y B. 14 dias después de la inoculacién.

Respecto a los extractos MeOH (Figura 17), el 57% fueron activos, el 33%
moderadamente activos y el 10% inactivos contra P. digitatum a los 7 dias post inoculacion; y
después de 14 dias, el 24% permanecieron activos, el 24% resultaron moderadamente activos, y
el porcentaje de extractos MeOH inactivos frente a este hongo se increment6 al 52%. Ademas,
29%, 33% vy 38% de los extractos MeOH fueron activos, moderadamente activos e inactivos,
respectivamente, contra P. italicum 7 dias después de la inoculacién; mientras tanto, los
porcentajes de extractos activos y moderadamente activos disminuyeron después de 14 dias a 19
y 10%, respectivamente, aumentando al 71% los extractos MeOH inactivos. Los porcentajes de
extractos MeOH activos contra G. citri-aurantii fueron los mismos a los 7 y 14 dias post-
inoculacién (29%), pero los extractos moderadamente activos a los 7 dias (48%) disminuyeron
al 0% después de 14 dias, aumentando los porcentajes de extractos inactivos al 71%. Estos

resultados pueden sugerir que los extractos MeOH que mostraron fuertes actividades contra G.
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citri-aurantii tienen potencial como fungicidas debido a que su actividad se mantiene durante
mas de 14 dias (Figura 17). Respecto a P. citricarpa, 67%, 33% y 0% de los extractos MeOH
fueron activos, moderadamente activos e inactivos, respectivamente; estos porcentajes
disminuyeron a 24% y 38% respectivamente, aumentando concomitantemente el porcentaje de

extractos MeOH inactivos al 38% luego de 14 dias.
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Figura 17: Porcentaje de extractos MeOH activos, moderadamente activos e inactivos

evaluados contra cada hongo fitopatégeno. A. 7 dias y B. 14 dias después de la inoculacién.

Determinacion del porcentaje de inhibicion fingica mediante bioensayo de volatiles para
las especies productoras de aceites esenciales

En la Tabla 14 se muestran los resultados de los intervalos de confianza para el valor de

la media de inhibicion.
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Tabla 14: Promedios de los porcentajes de inhibicién en placas por triplicado (%) de
los aceites esenciales evaluados. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

con respecto al control +y -.

Porcentajes de inhibicion (%)

Nombre cientifico Abreviatura  P. digitatum  P. italicum  G. citri-aurantii  P. citricarpa
S. molle AE Sm 433+1,8%  58,1+1,3° 27,5+1,2< 33,5+2,3%¢
P. graveolens AE Pg 100+0? 100+02 49,842 2b 4,8+1,4%4
M. linearis AE MI 100+0° 100+0* 27,5+1,6% 36,4+1,4%
L. alba AE La 47,614  65,0+1,3 473+32° 29,2+1,5<
L. turbinata AE Lt 100+0 60,7+1,5° 41,449,2% 50,6+2,1°

Control + 0+09 Control — (IMZ) 100+0?

Basado en los resultados mostrados en la Tabla 14, se puede observar que el AE de S.
molle inhibi6 el crecimiento de P. italicum en un 58,1%, siendo este el mayor porcentaje
alcanzado de inhibicién respecto a los demds hongos fitopatégenos; el menor porcentaje de
inhibicién fue del 27,5% contra G. citri-aurantii. E1 AE de P. graveolens, inhibi6 el 100% del
crecimiento de ambas cepas de Penicillium, equiparando su accién al fungicida comercial IMZ;
mientras que la accién contra G. citri-aurantii fue intermedia y nula la inhibicién contra P.
citricarpa. En el caso de M. linearis, el AE alcanzé el 100% de inhibicion frente a P. digitatum
y P. italicum; mientras que frente a G. citri-aurantii y P. citricarpa los valores no alcanzaron el
40% de inhibicion. El AE de L. alba inhibié en un 65,0% el crecimiento de P. italicum; pero
frente a los demds hongos, los valores de inhibiciéon alcanzados fueron considerablemente
inferiores. En cuanto al AE de L. turbinata, logré el 100% de inhibicién contra P. digitatum,
para P. italicum fue inhibitorio al 60,7%, mientras que frente a G. citri-aurantii 'y P. citricarpa

inhibi6 el 41,4% y 50,6% del crecimiento, respectivamente.

El anélisis 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 18).

Se observé que el 60% de los AE evaluados fue activo contra P. digitatum y el 40% de
ellos fue inactivo contra este hongo. Para el caso de P. italicum, el 40% de las muestras de AE
evaluadas fueron activas y el 60%, moderadamente activas. Ninguno de los AE evaluados
alcanzo la categoria de moderadamente activo o activo (> 50% de inhibicion) contra G. citri-
aurantii, por lo que el 100% de las muestras de AE evaluadas resultaron inactivas para este
patogeno. Finalmente, solo un 20% de las muestras de AE evaluadas resultaron moderadamente

activas contra P. citricarpa.
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Figura 18: Porcentajes de aceites esenciales activos, moderadamente activos e inactivos

evaluados contra cada hongo fitopatégeno a los 7 dias después de la inoculacidn.
Discusion

En este capitulo se evalu6 un nimero considerable de especies de plantas nativas
argentinas por sus propiedades fungicidas contra cuatro patégenos de citricos econdmicamente
importantes; solo siete de ellas han demostrado una alta inhibicién fingica de sus extractos
fijos, y otras tres han demostrado actividad por sus aceites esenciales. Un resultado interesante a
destacar son los casos de O. virgata y S. pilcomayense, que fueron colectadas en dos localidades
diferentes en la misma fecha. La elevada actividad fungicida de O. virgata solo se observé en
una de las colecciones (Gral. Obligado, Santa Fe, 28°42'54.8"S 59°23'13.7"0); mientras tanto,
la potente actividad de S. pilcomayense se evidenci6 para ambas colecciones (Gral. Obligado,
Santa Fe, 28°13'42.2"S 59°06'52.6"0 y San Javier, Santa Fe, 30°03'23.2"S 59°51'34.8"0). Este
hecho indica la importancia de las condiciones ambientales en la produccién de metabolitos
secundarios bioactivos (Derita et al., 2009). Ademas, los extractos MeOH fueron mas activos
que los extractos de DCM, especialmente contra ambas especies de Penicillium, los dos
fitopatégenos que fueron mds dificiles de controlar en este trabajo. Respecto a Geotrichum,
ambos tipos de extractos (DCM y MeOH) mostraron mas del 50% de inhibicién en su mayoria.
En cuanto a P. citricarpa, tanto los extractos DCM como los MeOH presentaron actividades

destacadas a los 7 dias de incubacién, pero decayeron a los 14 dias.

Una revisién bibliogréfica de las siete especies mds activas por sus extractos fijos,
permite afirmar que apenas han sido evaluadas frente a otras actividades microbioldgicas, y en

algunos casos se encontraron pocas referencias. Destacando la importancia del conocimiento de
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nuestras fuentes nativas, a continuacién, se presenta una discusién sobre sus actividades

bioldgicas y estudios fitoquimicos encontrados en la literatura:

O. virgata pertenece a la familia Apocynaceae y se la conoce cominmente como “Liana
de leche” (Paye ef al., 2021). Hasta donde sabemos, no existen reportes sobre las bioactividades
y fitoquimica de esta especie e incluso de su género, lo que convierte a O. virgata en una fuente
interesante para seguir estudiando. Se ha informado ampliamente sobre la familia Apocynaceae
por compuestos que contienen el nicleo alcaloidal indol y que estdn bajo uso clinico, incluidos
vinblastina y vincristina (anticancerigenos), atevirdina (anti-VIH), yohimbina (disfuncién
eréctil), reserpina (antihipertension), ajmalicina (trastornos vasculares), ajmalina (antiarritmico)
y vincamina (vasodilatador). Los principales géneros de la familia Apocynaceae son Alstonia,
Rauvolfia, Kopsia, Ervatamia y Tabernaemontana. Estos géneros constan de 400 miembros que
representan el 20% de las especies de Apocynaceae, pero solo se investigaron 30 (7,5%)
especies, mientras que el resto promete ser investigado. Orthosia no pertenece al género mads
estudiado de esta familia, hecho que lo hace alin mas atractivo. Los alcaloides indol
monoterpénicos presentes en esta familia merecen la curiosidad y atencién de los investigadores
debido a su diversidad quimica y actividades bioldgicas (Mohammed et al., 2021). Los
resultados de actividad fungicida obtenidos para esta especie, amplian los usos antes descriptos

para la familia, probablemente debidos a los alcaloides inddlicos terpénicos descriptos en ella.

F. clausum, también pertenece a la familia Apocynaceae y se le conoce comtinmente
como “Bejuco sapo” (Rodriguez et al., 2021). Estas plantas exudan latex blanco pegajoso que
contiene las endopeptidasas funastrain y funastrain c I que exhiben actividad proteolitica de
cisteina (Morcelle et al., 2006). Este hecho puede ser la razén por la cual los productos
obtenidos de esta especie proporcionaron una potente accidén fungicida durante los ensayos
desarrollados en este trabajo. Este fue el unico reporte encontrado en la literatura para esta
especie y su género, por lo que constituye una de las especies prometedoras pertenecientes a la

familia Apocynaceae mencionada anteriormente (Mohammed ef al., 2021).

A. inundata pertenece a la familia Fabaceae y comtiinmente se la conoce como “Pacard”,
“Timbo blanco” o “Palo flojo” (Zabala et al., 2021). El género Albizia se caracteriza
fitoquimicamente por la presencia de lignanoides, flavonoides y glucésidos fendlicos (He et al.,
2020). Ademas, las saponinas triterpénicas del tipo 4cido oleandlico aisladas de A. inundata
mostraron citotoxicidad contra células de melanoma y carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello en humanos (Hussain, 2018; Zhang et al., 2011). Estos compuestos mostraron
también altas actividades antiplasmodiales y anticindidas, probablemente debido a la capacidad

de las saponinas triterpénicas para alterar las membranas celulares (Shetu, 2015). Por lo tanto,
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es posible que las saponinas de A. inundata sean responsables de las actividades

antifitopatégenas encontradas en este trabajo.

P. alliacea pertenece a la familia Phytolaccaceae y se la conoce comtinmente como
“Guiné”, “Pipi” o “Mucuracad” (Luz et al., 2016; Blainski et al., 2010). Los estudios
farmacolégicos informaron que los extractos obtenidos de diferentes partes de P. alliacea
mostraron diversos efectos sobre el comportamiento animal que afectan el sistema nervioso
central (Blainski et al., 2010). Se demostré que los extractos metandlicos obtenidos del tallo y
las hojas presentaron 100% de mortalidad larvaria y adulta del pardsito bovino Rhipicephalus
microplus. Este resultado propuso que P. alliacea puede ser un acaricida prometedor contra
cepas resistentes de R. microplus (Rosado-Aguilar et al., 2010). Se ha informado ampliamente
sobre las actividades antimicrobianas de P. alliacea: (1) los extractos hexanicos inhibieron
Staphylococcus aureus con una CIM de 240 pg/ml; (2) el extracto metandlico mostré actividad
contra Enterococcus faecalis (CIM = 240 pg/mL); (3) el extracto hidroalcohdlico fue activo
contra Candida parapsilosis (CIM = 250 ug/mL), C. kefyr y C. albicans (CIM = 760 ug/mL);
(4) El principio activo (Z)-tiobenzaldehido-S-6xido obtenido de P. alliacea demostré actividad
antimicrobiana contra C. albicans, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, S. aureus y S.
agalactiae (Silva do Nascimento et al., 2018). Adema4s, los tiosulfonatos aislados de esta planta
y sus productos de degradacién inhibieron a bajas concentraciones (valores CIM < 64 pg/ml.)
los siguientes microorganismos: Bacillus cereus, Mycobacterium smegmatis, Micrococcus
luteus, S. agalactiae, S. aureus, E. coli, Stenotrophomonas maltophila, K. pneumoniae y los
hongos Aspergillus flavus, Mucor racemosus, Pseudallescheria boydii, C. albicans, C.
tropicalis e Issatchenkia orientalis (Silva do Nascimento ef al., 2018; Ramos y Machado, 2020).
Un compuesto llamado DTS, que es un polisulfuro identificado a menudo en P. alliacea,
provocé un desmontaje reversible de los microtiibulos mediante la disminucién de la expresion
total de tubulina (0,1 uM) y provocd una disminucién en la fosforilaciéon de las proteinas
quinasas erkl/erk2 (0,5 uM) en la linea celular SH-SYSY, lo cual puede ser el modo de accién
de sus actividades biocidas (Silva do Nascimento et al., 2018). Algunos estudios afirman que la
bioactividad de los extractos de hojas de P. alliacea podria atribuirse al principal metabolito

triterpénico denominado isoarborinol (Zavala-Ocampo et al., 2017).

S. pilcomayense pertenece a la familia Solanaceae y se le conoce comuinmente como
“Tomatillo del monte” (Palchetti et al., 2020). Se han encontrado pocos reportes en la literatura
sobre sus componentes o bioactividades; en un estudio muy destacado demostraron cierta
actividad antiprotozoaria de extractos de partes aéreas contra Trypanosoma cruzi'y Trichomonas
vaginalis (Muelas-Serrano et al., 2000). M4s recientemente, un estudio examiné las

composiciones antioxidantes y sus capacidades en tres cultivares de tamarillo (Solanum spp.) de
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Nueva Zelanda. Demostraron que las cdscaras de tamarillo posefan mayores cantidades de
compuestos fendlicos, contenido fendlico total y actividad antioxidante que las pulpas. Las
pulpas presentaron mayor concentracién de antocianinas que las cdscaras. La capacidad
antioxidante de los tamarillos exhibié valores relativamente altos y estuvo fuertemente
correlacionada con un alto contenido fendlico total. La presencia de estos compuestos
bioactivos resalta el potencial del tamarillo para una mayor utilizacion en las industrias
alimentaria y farmacéutica. El tamarillo sigue estando infrautilizado a pesar de sus componentes

bioactivos (Diep et al., 2020).

S. caavurana también pertenece a la familia Solanaceae y se la conoce comtinmente
como “Palo agui”, “Laranjinha do mato” o “Jurubeba-branca” (Palchetti et al., 2020). Los frutos
maduros de S. caavurana contienen una amplia variedad de alcaloides esteroidales como 4-
tomatiden-3-ona, Sa-tomatidan-3-ona y caavuranamida, asi como glicoalcaloides. En cuanto a
los componentes nutricionales del fruto, contiene proteinas (4,2%), lipidos (1,5%) y
carbohidratos (56,7%). La caavuranamida bioactiva (alcaloide esteroideo) mostré una actividad
antibacteriana significativa (CIM = 135 pg/mL) contra Rhodococcus equi, un valor similar al
cloranfenicol comercial (CIM = 124 pg/mL) (Vaz et al., 2012). Los frutos de las solanaceas
constituyen una fuente de alimento en muchos paises. En un estudio reciente, se evalud la
composicién aproximada de dos frutos de Solanaceae de la regién del Cerrado brasilefio. Los
resultados mostraron que la pulpa tenia un alto contenido de humedad (74,6—85,4 g/100 g) y
fibra soluble (1,3-2,0 g/100 g), y bajo contenido de grasa, proteina y cenizas. El potasio es el
principal mineral que se encuentra en ambas frutas. Los componentes principales revelaron 24
compuestos fendlicos, la mayoria derivados de dcidos hidroxicindmicos y dcido clorogénico. La
capacidad antioxidante de los frutos oscilé entre 1,3 y 11,5 umol TE/100 ml de extracto (Pereira
et al., 2019). Estos resultados indicaron que el género Solanum puede ser interesante para el
mercado fruticola brasilefio y que tiene potencial para ser explotado para la diversificacién
agroindustrial de productos fruticolas. Ademads, nuestro trabajo demostr6 la capacidad fungicida

de una especie relacionada de Solanum.

Finalmente, P. acuminata pertenece a la familia Polygonaceae, es conocida

2 13

comunmente como “catay grande”, “yerba del bicho

2 13 2 <

, “sanguinaria del agua”, “cien nudos”,
“lagunilla”, “yerba picante”, “plumerillo del campo”, “capiticova”, “erva de bicho”, “smarteed,
bloodroot”, “knotweed” o “ca’atai” (Lahitte et al., 1998). Diferentes extractos de partes aéreas
de P. acuminata se utilizan en la medicina tradicional argentina para curar heridas infectadas y
para otras dolencias relacionadas con las infecciones fungicas (Derita et al., 2009). El género es

conocido por producir una gran variedad de metabolitos secundarios, como fenilpropanoides,

acetofenonas, chalconas, cumarinas, flavonoides, lignanos, naftoquinonas, antraquinonas,
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sesquiterpenoides, triterpenoides, estilbenoides y taninos (Derita et al., 2009). En varias
especies se encontraron sesquiterpenos del tipo drimano, los cuales serian los responsables de la
actividad antifingica de los extractos. Se demostré que el extracto diclorometanico de las partes
aéreas cosechadas en otofio poseia actividad antifingica frente a los patégenos humanos C.
albicans, S. cerevisiae, C. neoformans, M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophytes (Derita et
al., 2009; Derita y Zacchino, 2011). El compuesto poligodial demostré que una CIM de 16
pg/ml inhibié el crecimiento de Clavibacter michiganensis y con CIM de 64 ug/mL a F.
oxysporum 'y Phytophthora spp, todos estos patdgenos de tomate (Montenegro et al., 2018). Los

resultados de esta tesis, aportan nuevos hallazgos sobre la actividad fungicida de esta especie.

En cuanto a las especies evaluadas en funcion del aceite esencial producido, sélo tres de

ellas han demostrado una alta inhibicién fiingica: P. graveolens, M. linearis y L. turbinata.

P. graveolens presentd actividad antifingica frente a P. digitatum y P. italicum.
Pertenece a la familia Geraniaceae, se conoce comunmente como: “malva rosa”, “geranio”,
“rose geranium”, “rose-scent geranium”, “geranio”, “sardinheira” (IRUPE, 2021; USDA, 2019).
Los principales compuestos del aceite esencial son geraniol (24,89%), citronelol (19,50%),
linalool (10,92%) y y-eudesmol (8,93%) (Stegmayer et al., 2022b). Posee propiedades
antibacterianas, antifingicas e insecticidas (Ghannadi et al., 2012). El aceite de P. graveolens
present6 un fuerte efecto inhibitorio sobre cepas de bacterias gram positivas como B. cereus, B.
subtilis 'y S. aureus (Silva y Fernandes, 2010). Evaluaron la capacidad antiftingica en
Rhizoctonia solani siendo efectivo en una dosis de 12,5 mL/20mL de APD y se ademds, se

demostré su efecto antifingico contra cinco cepas de Aspergillus con CIMs y CFMs (mg/ml) de

0,25 a 2,5 (Bouzenna y Krichen, 2013).

M. linearis presentd actividad antifingica frente a P. digitatum y P. italicum. Pertenece
a la familia Myrtaceae, es conocida comunmente como “Limpiatubo” o “Narrow leaf bottle
rush” (Das et al., 2009). Los miembros del género Melaleuca se han utilizado durante mucho
tiempo en medicinas populares en varias partes del mundo (Sharifi-Rad et al., 2017). El aceite
esencial de M. quinquinervia (Cav.) S.T. Blake, presentdé actividad antihelmintica,
antimicrobiana, antifingica, antiviral y como repelente de insectos (moscas y mosquitos). Los
aceites esenciales se destacan como productos con un ripido desarrollo y posibilidades de
aplicacion en el tratamiento de semillas (hortalizas) y como plaguicidas (en citricos, hortalizas y
otros) (Pino ef al., 2011). La composicidn principal de esta mezcla compleja es de 1,8-cineol
(63%), o-pineno, B-pineno, o-felandreno, limoneno, p-cimeno, linalool, terpinen-4-ol y -
terpineol (Brophy et al., 1998). El aceite esencial del género Melaleuca spp. se ha informado
que posee propiedades antibacterianas y antiftingicas 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). El extracto
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metandlico demostré propiedades antibacterianas, antifingicas y antioxidantes. Inhibi6 bacterias
Gram positivas (B. subtilis, B. megaterium), Gram negativas (E. coli, Vibrio mimicus) (Kumar
et al., 2015). Haque 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; y resultaron en una sensibilidad

moderada a potente contra casi todos.

L. turbinata, presentd actividad antifingica frente P. digitatum. Integra la familia
Verbenaceae, es una especie conocida como “poleo”, “poleo fino”, “hierba poleo”, “té criollo”,
“menta poleo” o “té del pais” (IRUPE, 2021; Hurrell et al., 2011). Su parte aérea se emplea en
Argentina como digestivo, diurético, ténico amargo, emenagogo, y abortivo (Campos-Navarro y
Scarpa, 2013). La esencia de las partes aéreas presento efecto antiviral (Hurrell ez al., 2011). Sus
hojas contienen iridoides, flavonoides, aceite esencial (0,2-0,8%) compuesto principalmente por
lipiona (1,2-epoxipulegona), d-limoneno, cineol, lipiafenol, dihidrolipiona, carvona, y 1,8-
cineol, entre otros (Terblanche y Kornelius, 1996; Bailac et al., 2006). Extractos metanélicos
que poseian flavonoides de plantas de la zona de Tucuméan (Argentina), exhibieron actividades
antimicrobianas en bacterias Gram positivas y Gram negativas con dosis equivalentes a
cloranfenicol (Herndndez et al., 2000). La exposicion 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 demostr efectos repelentes
frente al dcaro Verroa destructor y larvicida frente a Culex quinquefasciatus (Ruffinengo et al.,

2005; Kembro et al., 2009).

Conclusion

Se han realizado muchos esfuerzos para promover la reduccién del uso de fungicidas
quimicos en la poscosecha de frutas en todo el mundo. En este sentido, el uso de
microorganismos como controladores bioldgicos ha estado muy desarrollado en las dltimas
décadas, pero en ocasiones se ha cuestionado su seguridad. La alta capacidad de mutacién puede
convertir una bacteria benéfica en una patégena que podria causar enfermedades en las plantas o
en los humanos. Por otro lado, las especies vegetales contienen una mezcla compleja de
moléculas que deberian explorarse, no sélo para tratar enfermedades humanas sino también para
prevenir y controlar enfermedades de frutas o plantas. Por lo que se debe incentivar este tipo de
estudios para reducir el uso de agroquimicos, especialmente en fincas pequefias. Mediante un
método de deteccién de alto rendimiento, en este capitulo se demostré que productos obtenidos
de siete plantas nativas argentinas (O. virgata, P. alliacea, F. clausum, A. inundata, S.

caavurana, S. pilcomayense y P. acuminata) inhibieron el 100% del crecimiento de al menos
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uno de los cuatro fitopatégenos estudiados (P. digitatum, P. italicum, G. citri-auranti y P.
citricarpa). Ademas, los AE obtenidos de P. graveolens, M. linearis y L. turbinata demostraron
un buen desempefio frente a dos de los patdgenos estudiados (P. digitatum y P. italicum) que

fueron inhibidos en el 100% de su crecimiento in vitro.

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. Se necesitan mds estudios, como la estandarizacién quimica de los extractos y aceites
esenciales, su evaluacion frente a otros fitopatégenos para detectar espectros y mecanismos de
accion, citotoxicidad humana y formulaciones tecnoldgicas para determinar la dosis correcta

para el control de cada enfermedad en frutos.
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Capitulo IV: Ensayos in vivo en naranjas var. “Salustiana”

Introduccion

En cada enfermedad infecciosa, se llevan a cabo una serie de eventos sucesivos mas o
menos diferentes que propician el desarrollo y la prevalencia de la enfermedad y del patégeno; a
esta serie de eventos se llama ciclo de enfermedad. El ciclo de una enfermedad incluye los
cambios y sintomas que sufre una planta, asi como los que se producen en el patégeno, y los
periodos comprendidos en una estacién de crecimiento o al cabo de estaciones de crecimiento
consecutivas. Los eventos principales del ciclo de una enfermedad incluyen: la inoculacion,
penetracién, establecimiento de la infeccién, colonizacién (invasién), crecimiento,
reproduccidn, dispersién y supervivencia del patégeno en ausencia de su hospedante. Por lo
tanto, en la enfermedad participan los siguientes factores: la planta (hospedante), el patégeno
(total de abundancia, virulencia, etc.), el ambiente (total de condiciones que favorecen a la

enfermedad) y el tiempo (Agrios, 2005).

De acuerdo a lo expuesto en el capitulo 2, las pérdidas causadas por enfermedades
poscosecha se encuentran entre los principales problemas de la industria de los citricos en todo
el mundo (Sayago et al., 2012) que obstaculizan la inocuidad del producto a comercializar,
causando dafios econdmicos de hasta un 15% (FEDERCITRUS, 2020). Si bien existen
programas a nivel nacional y sistemas de mitigacién de riesgos bien desarrollados y
diagramados para ciertas plagas y enfermedades, las actividades llevadas a cabo no resultan
suficientes ante la amplia presencia en el pais que tienen algunas enfermedades. A su vez,
existen otros factores que dificultan la realizacién de tareas de prevencién por parte de los
productores, como los recursos financieros, la falta de capacitacion técnica y el manejo sanitario
inadecuado, y la comercializacién informal de material de propagacion que no cumple la
normativa vigente (Carciofi et al., 2021). En cuanto a la sanidad vegetal, se han utilizado
diversos agroquimicos, desarrollados para promover el crecimiento de las plantas y minimizar el
impacto de los hongos patégenos en la salud. Sin embargo, debido a los efectos ambientales
adversos de muchos pesticidas y la estricta regulacién de su uso, existe una necesidad urgente
de reducir ain mads su uso, e identificar métodos mds sostenibles para la proteccién de cultivos

(Hillocks, 2012).

Como fue expuesto en el capitulo 3, las plantas brindan oportunidades para evaluar y
aislar nuevos compuestos antifingicos (Stegmayer et al, 2022; Svetaz et al, 2010). En este
capitulo se presenta la capacidad fungicida in vivo en poscosecha de naranjas de aquellos
productos naturales que resultaron mas activos en la evaluacion in vitro, asi como también de

los que se dispuso en mayor cantidad. Asimismo, se evaluaron pardmetros de calidad de las
64



frutas tratadas con los fungicidas alternativos. Es necesario aclarar que el patégeno P. citricarpa
no fue evaluado in vivo con los productos naturales resultantes de este trabajo, debido a la

complejidad de su ciclo de infeccién que presenta un periodo de incubacién muy largo.

La variedad “Salustiana” integra el grupo de naranjas blancas o de jugo. Son importantes
por su consumo en fresco y por sus posibilidades de industrializacion. Este grupo se destaca por
la ausencia de ombligo en sus frutos, mayor acidez que el grupo de naranjas ‘navel’ y tendencia
natural a la alternancia de cosecha; también integran este grupo las variedades ‘Delta seedless”,

‘Midknight” y “Valencia late” (Micheloud & Pilatti, 2014).

Materiales y Métodos
Ensayo de inhibicion de patégenos de poscosecha en naranjas var. “Salustiana”

Se realizaron evaluaciones semanales de frutos de la variedad “Salustiana” en estadios
correspondiente a la madurez comercial, utilizdindose 10 unidades experimentales por cada
tratamiento. Las naranjas fueron adquiridas de productores de la zona del centro de Santa Fe que
realizan tratamientos convencionales. Se efectud la desinfeccién de las naranjas durante 1
minuto con hipoclorito de sodio al 3% V/V y posterior enjuague con agua desmineralizada y

luego se secaron al aire (Figura 19).

Figura 19: A. Desinfeccidon de las naranjas. B. Secado de las frutas.

Los frutos fueron pesados con balanza portatil modelo MH-500 marca Pocket Scale y
distribuidos aleatoriamente en grupos de 5 unidades cada uno, con dos repeticiones para cada
tratamiento. Se realizé la inoculacién en la zona cercana a la incisién del pedinculo de cada
fruta con 10 pl de una suspension de conidios de 1x10° UFC/mL del patogeno P. digitatum, P.

italicum y G. citri-aurantii. Luego de 3 horas de realizada la inoculacidn, se procedi6 a la
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aspersion de 3 gatillados con las soluciones tratantes T1, T2, T3, T4, TS y T6. A continuacion,

se detallan los tratamientos:
T1: Extracto seco diclorometdnico de Persicaria acuminata a 1000 ppm.
T2: Extracto seco diclorometdnico de Persicaria acuminata a 2000 ppm.
T3: Extracto seco diclorometdnico de Solanum pilcomayense a 1000 ppm.
T4: Aceite esencial de Lippia turbinata a 1000 ppm.
T5: Control quimico Imazalil a dosis comercial

T6: Agua desmineralizada

Calidad de fruta

Luego de 7 dias expuestas a los tratamientos T1-T6 a 24 °C se evalué la calidad de las
frutas (Plaza et al., 2004) y se determind la incidencia y severidad de la enfermedad segtn las

siguientes férmulas propuestas por Matny (2015):

Incidencia de la enfermedad (%) = (nimero de frutos de naranja infectados / nimero total) * 100

Severidad de la enfermedad (%) = Y. (N° de frutas naranjas infectadas x Escala N°) * 100

Total de naranjas frutas x N° de escala mas alto usado

La escala de enfermedad que se utilizé para la severidad fue: Grado 0 = no infeccidn;
Grado 1 = cuarto de naranja, pudricién de la fruta; Grado 2 = mitad de naranja, pudricién de
fruta; Grado 3 = tres cuartos de descomposicién de la fruta; Grado 4 = toda la naranja en

pudricién (Matny, 2015).

Los pardmetros de calidad evaluados fueron: el tamafio (calibre o didmetro ecuatorial) el
peso, el porcentaje de jugo, la concentracion de sélidos solubles totales y la acidez total titulable

(Campana, 2007).

Peso: se determindé mediante balanza portatil modelo MH-500 marca Pocket Scale

precision 0,1g para el total de los frutos para cada tratamiento, al inicio y final del ensayo.

Porcentaje de jugo: Se extrajo el jugo, obtenido de una muestra de 10 frutos por
tratamiento, constituyendo cada fruta una réplica por tratamiento para asegurar la aleatorizacion,
con un exprimidor eléctrico Peabody, y se midi6 la cantidad obtenida con una probeta graduada

de 50 mL. Las muestras se filtraron y homogeneizaron para su andlisis (Campana, 2007).

66




Para la obtencién del valor de porcentaje de jugo se utiliz6 la siguiente relacién:

(Volumen de jugo/Peso de las unidades de fruta) * 100

Contenido de sélidos solubles totales (SST): se colocaron 1000 uL de jugo exprimido
de cada fruto en forma individual en microtubos tipo Eppendorf de 1,5 mL, de los cuales se
tomaron unas gotas para depositarlas sobre el prisma del refractémetro digital HI 96803 marca
Hanna Instruments Rumania de rango 0 a 85% con precision 0,1 °Brix, previamente calibrado
con agua destilada, con el objetivo de que cubra la totalidad del prisma, calibrdndose a cero con

agua destilada después de cada medicidn.

Determinacién de acidez total titulable: Se tomaron 0,5 mL de jugo de cada Eppendorf
y se colocaron en un Erlenmeyer conteniendo 5 ml agua destilada. Luego se incorpord
fenoftaleina como indicador. Se procedi6 asi a la titulacién del jugo de cada muestra de naranja,
con una solucién de NaOH 0,1N hasta el viraje del indicador (rosa claro persistente durante 30
s). Los contenidos de &cidos totales fueron determinados como equivalentes de cido citrico a

través de la siguiente férmula, segtin la metodologia de Campana (2007):

Porcentaje de acido citrico = ml utilizados de NaOH 0,1N * CTE
CTE-= constante que depende del tipo de dcido predominante en el producto.

En citricos el CTE= 4cido citrico= 0,064

Andlisis Estadistico: Los datos obtenidos de los distintos pardmetros evaluados fueron
analizados estadisticamente por medio del Software Estadistico InfoStat®, versién 2016. Las
variables se evaluaron empleando el test LSD de Fisher, con un nivel de confianza del 95% (Di

Rienzo et al., 2008).

Resultados
Caracteristicas externas de calidad

En cuanto a la cuantificacion de la severidad de las podredumbres (Matny, 2015), en las
figuras 20, 21 y 22, se representan diagramaticamente las escalas que se utilizaron para P.

digitatum, P. italicum 'y G. citri-aurantii, respectivamente.
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Figura 20: Escala de severidad para P. digitatum A. Grado 1 = cuarto de
naranja, pudricién de la fruta; B. Grado 2 = mitad de naranja, pudricién de fruta; C. Grado 3 =

tres cuartos de descomposicion de la fruta; D. Grado 4 = toda la naranja en pudricidn.

Figura 21: Escala de severidad para P. italicum A. Grado 1 = cuarto de
naranja, pudricién de la fruta; B. Grado 2 = mitad de naranja, pudricién de fruta; C. Grado 3 =

tres cuartos de descomposicion de la fruta; D. Grado 4 = toda la naranja en pudricidn.

Figura 22: Escala de severidad para G. citri-aurantii A. Grado 1 = cuarto de
naranja, pudricién de la fruta; B. Grado 2 = mitad de naranja, pudricién de fruta; C. Grado 3 =

tres cuartos de descomposicion de la fruta; D. Grado 4 = toda la naranja en pudricidn.
Incidencia y severidad de la enfermedad

En la Figura 23.A se muestra la incidencia y la severidad de la enfermedad, luego de 7
dias de la inoculacién con P. digitatum. Los tratamientos T1 y T6 alcanzaron el 100% de
incidencia, seguidos por el tratamiento T4 que alcanzé el 60%; mientras que los tratamientos T2
y T3 alcanzaron el 50%; y en el caso de TS5 resulté nulo el valor de incidencia. Respecto a la
severidad, T6 obtuvo un 80%, seguidos por T1 (70%), T4 (67%), T3 (50%), T2 (20%) y por

altimo el tratamiento T5 (0%).
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En la Figura 23.B se muestra la incidencia y la severidad de la enfermedad luego de 7
dias de la inoculacién con P. italicum. Los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T6 alcanzaron el
mayor porcentaje de incidencia (100%), mientras que para el tratamiento T5 resulté nulo el
valor de incidencia. En el caso de severidad, el tratamiento T6 alcanz6 el mayor porcentaje

(90%), seguidos por T2 (85%), T1 (80%), T3 (55%), T4 (55%) y para el tratamiento T5 el

porcentaje de severidad resulté nulo.

En la Figura 23.C se muestra la incidencia y la severidad de la enfermedad luego de 7
dias de la inoculacién con G. citri-aurantii. Los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T6 alcanzaron el
mayor porcentaje de incidencia (100%), mientras que en TS5 resulté nulo el valor. Cuando se
analizé la severidad, el mayor porcentaje lo obtuvo T3 (80%), seguidos por T6 (73%), T1
(70%), T4 (63%), T2 (53%); y por tltimo el tratamiento TS5 (0%).
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Figura 23: Incidencia y severidad de la enfermedad en relacién a la infeccion de A. P.
digitatum; B. P. italicum; C. G. citri-aurantii. Tratamientos: extracto diclorometdnico de P.
acuminata a 1000 ppm (T1), extracto diclorometdnico de P. acuminata a 2000 ppm (T2),
extracto diclorometanico de S. pilcomayense a 1000 ppm (T3), aceite esencial de L. turbinata a
1000 ppm (T4), control quimico Imazalil a dosis comercial (T5) e inoculado + agua

desmineralizada (T6).

Calidad de fruta

Peso

La Figura 242.A muestra la variacién de pesos en los frutos inoculados con P. digitatum para
los distintos tratamientos. La mayor diferencia de peso inicial y final promedio la presentd el
tratamiento T1 (1,09 g), seguido por T3 (0,94 g), T4 (0,8 g), T2 (0,77 g), T6 (0,76 g) y por
dltimo T5 (0,70 g). En todos los casos los valores de los pesos iniciales fueron superiores a los
pesos finales. Se realizé el ANOVA y se observé que no hubo diferencias significativas en la

variable diferencia de peso entre los tratamientos para el ensayo con P. digitatum (Figura 24.A).

La Figura 24.B muestra la variacién de pesos en los frutos inoculados con P. italicum
para los distintos tratamientos. La mayor diferencia promedio de peso inicial y final la presentd
el tratamiento T3 (2,61 g), seguido por T6 (1,89 g), TS5 (1,71 g), T4 (1,66 g), T1 (1,07 g) y por
ultimo T2 (0,52 g). Se realiz6 el ANOVA y se muestran las diferencias significativas entre los

valores obtenidos.

La Figura 24.C muestra la variacién de pesos en los frutos inoculados con G. citri-

aurantii para los distintos tratamientos. La mayor diferencia de peso promedio la presenté6 el
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tratamiento T6 (5,26 g), seguido por T3 (4,94 g), T4 (4,84 g), T5 (2,8 g), T1 (2,73 g) y por
ultimo T2 (1,91 g). Se realiz6 el ANOVA y se muestran las diferencias significativas entre los

valores obtenidos.
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Figura 24: Diferencia de Peso inicial (Pi) y peso final (Pf) por tratamiento para cada
patégeno. A. P. digitatum; B. P. italicum; C. G. citri-aurantii. Tratamientos: extracto
diclorometdnico de P. acuminata a 1000 ppm (T1), extracto diclorometdnico de P. acuminata a
2000 ppm (T2), extracto diclorometénico de S. pilcomayense a 1000 ppm (T3), aceite esencial
de L. turbinata a 1000 ppm (T4), control quimico Imazalil a dosis comercial (T5) e inoculado +

agua desmineralizada (T6). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
Porcentaje de jugo

El porcentaje de jugo de las frutas sometidas a los diferentes tratamientos, se muestra en
la Figura 23. Al evaluar las naranjas inoculadas con P. digitatum (Figura 25.A), los valores de
porcentaje de jugo alcanzaron un mdximo y un minimo de 53,21-25,6 para T1; 58,97-41,19 para
T2; 56,14-45,10 para T3; 52,48-21,18 para T4; 44,94-25,62 para TS y 59,65-39,70 para T6. Se

realizo6 ANOVA, encontrando diferencias significativas entre los tratamientos.

Para el caso de las naranjas inoculadas con P. italicum (Figura 25.B), los valores de
porcentaje de jugo alcanzaron un méaximo y un minimo de 49,85-31,97 para T1; 48,55-36,88
para T2; 49,79-35,74 para T3; 50,51-32,18 para T4; 44,80-26,62 para T5 y 46,21-35,87 para T6.

Se realiz6 ANOVA, encontrando diferencias significativas entre los tratamientos.

Por tltimo, al evaluar las naranjas inoculadas con G. citri-aurantii (Figura 25.C), los
valores alcanzaron un maximo y un minimo de 36,22-29,91 para T1; 43,48-10,64 para T2;
37,83-12,84 para T3; 33,25-15,34 para T4; 34,57-22,68 para TS y 34,31-12,46 para T6. Se

realiz6 ANOVA, no se han encontrado diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 25 Porcentaje de jugo (%) por tratamiento para cada patégeno. A. P. digitatum;
B. P. italicum; C. G. citri-aurantii. Tratamientos: extracto diclorometdnico de P. acuminata a
1000 ppm (T1), extracto diclorometdnico de P. acuminata a 2000 ppm (T2), extracto
diclorometanico de S. pilcomayense a 1000 ppm (T3), aceite esencial de L. turbinata a 1000
ppm (T4), control quimico Imazalil a dosis comercial (T5) e inoculado + agua desmineralizada

(T6). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
Contenido de sélidos solubles totales (SST)

Los sélidos solubles totales en (%) de las frutas sometidas a los diferentes tratamientos,
se muestra en (Figura 24). Al evaluar las naranjas inoculadas con P. digitatum (Figura 26.A),
los valores de SST alcanzaron un mdximo y un minimo de 10,27-5,60 para T1; 8,83-5,57 para
T2; 9,97-7,53 para T3; 9,43-6,33 para T4; 8,90-4,83 para T5 y 9,10-6,37 para T6. Se realiz

ANOVA, encontrando diferencias significativas entre los tratamientos.

Para el caso de las naranjas inoculadas con P. italicum (Figura 26.B), los valores de
SST alcanzaron un méaximo y un minimo de 11,17-7,13 en T1; 9,90-5,60 en T2; 8,87-3,97 en
T3; 8,40-4,80 en T4; 8,37-4,43 en TS5 y 6,67-4,50 en T6. Se realiz6 ANOVA, encontrando

diferencias significativas entre los tratamientos.

Por ultimo, al evaluar las naranjas inoculadas con G. citri-aurantii (Figura 26.C), los
valores de SST alcanzaron un mdximo y un minimo de 9,80-7,33 en T1; 8,87-5,23 en T2; 10,40-
6,20 en T3; 10,27-7,60 en T4; 9,10-7,93 en T5 y 10,53-4,93 en T6. Se encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos al realizar ANOVA.

12
10

=]

O (pefpain
- J— ]
O DS
-

EEl=b g

o
=re g

°SST (%)
(=

4
2
0
oT1 oT2 T3 T4 oT5 oTé6
A

74



12

. b
10 § 1) b
8 F
~ % T L 2
6 ' T - g
5 ) (o]
& 4 8 ©
[7 )
2
0
oT1 oT2 T3 T4 oTs oTé6
B
12

]

=3

]
=3

10 ey ab o
bog 1t os

- 8 (?I =a
§ o Y
= 6
177] = (0]
@4

2

0 -

oT1  OT2 T3 T4 OT5 OT6 |
c

Figura 26: Solidos Solubles Totales (SST) por tratamiento para cada patégeno. A. P.
digitatum; B. P. italicum; C. G. citri-aurantii. Tratamientos: extracto diclorometanico de P.
acuminata a 1000 ppm (T1), extracto diclorometdnico de P. acuminata a 2000 ppm (T2),
extracto diclorometanico de S. pilcomayense a 1000 ppm (T3), aceite esencial de L. turbinata a
1000 ppm (T4), control quimico Imazalil a dosis comercial (T5) e inoculado + agua

desmineralizada (T6). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
Determinacion de acidez total titulable

La acidez, expresada en g de 4cido citrico/l de jugo de las frutas sometidas a los
diferentes tratamientos, se muestra en la Figura 27. Al evaluar este parametro en las naranjas
inoculadas con P. digitatum (Figura 27.A), se observé que alcanzé un maximo y un minimo de
0,047-0,019 para T1; 0,047-0,030 para T2; 0,053-0,032 para T3; 0,045-0,028 para T4; 0,045-
0,028 para TS5, y 0,041-0,021 para T6. Se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos al realizar ANOVA.
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En el caso de naranjas inoculadas con P. italicum (Figura 27.B), los valores de acidez
alcanzaron un médximo y un minimo de 0,041-0,019 en T1; 0,036-0,023 en T2; 0,041-0,009 en
T3; 0,041-0,026 en T4; 0,043-0,030 en T5 y 0,05-0,028 en T6. No se encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos al realizar ANOVA.

Al evaluar las naranjas inoculadas con G. citri-aurantii (Figura 27.C), los valores de
acidez alcanzaron un méiximo y un minimo de 0,055-0,049 en T1; 0,055-0,047 en T2; 0,055-
0,043 en T3; 0,068-0,045 en T4; 0,070-0,045 en TS5 y 0,064-0,047 en T6. No se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos al realizar ANOVA.
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Figura 27: Acidez total titulable por tratamiento para cada patégeno. A. P. digitatum;
B. P. italicum; C. G. citri-aurantii. Tratamientos: extracto diclorometdnico de P. acuminata a
1000 ppm (T1), extracto diclorometinico de P. acuminata a 2000 ppm (T2), extracto
diclorometanico de S. pilcomayense a 1000 ppm (T3), aceite esencial de L. turbinata a 1000
ppm (T4), control quimico Imazalil a dosis comercial (T5) e inoculado + agua desmineralizada

(T6). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
Discusion

En el ensayo de poscosecha de naranjas inoculadas con P. digitatum, las frutas control
(T6) alcanzaron una incidencia del 100% de la enfermedad, el doble que las tratadas con T2 y
T3 (extracto seco diclorometdnico de P. acuminata a 2000 ppm y extracto seco diclorometdnico
de S. pilcomayense a 1000 ppm, respectivamente). Ademads, la severidad de la enfermedad no
superd el 50% para ambos tratamientos, siendo del 20% para T2 y del 50% para T3, lo que
indica un importante efecto curativo de la misma. La incidencia y severidad de la enfermedad
para el tratamiento con AE de L. turbinata a 1000 ppm resulté de 60%, lo que indica un

moderado efecto controlador de la misma. La incidencia y severidad de la enfermedad para el

fungicida quimico (T5) resulté nula como era de esperar.

En relacién al desarrollo de la enfermedad producida por P. italicum, se observé que la
incidencia alcanz6 el 100% en todos los tratamientos, exceptuando al control quimico (T5).
Respecto a la severidad, es destacable el comportamiento de T3 (extracto de S. pilcomayense a
1000 ppm) y T4 (AE de L. turbinata a 1000 ppm), que manifestaron un 55 % de severidad,
siendo los porcentajes mds bajos exceptuando al control quimico T5. Esto indicaria que ambos

productos naturales tienen un potencial curativo moderado de la enfermedad.
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En cuanto al desarrollo de la enfermedad producida por G. citri-aurantii, se observo que
la incidencia alcanzé el 100% en todos los tratamientos, exceptuando al control quimico (T5).
Respecto a la severidad, se observd que el T2 (extracto de P. acuminata a 2000 ppm) alcanzé
solamente un 50% y el T4 (AE de L. turbinata a 1000 ppm) un 60% de severidad, indicando

moderadas posibilidades de controlar la enfermedad.

En referencia a estudios similares previos de las especies vegetales que resultaron més
activas, P. acuminata es una planta perenne que crece en la zona central de Argentina y es
comunmente utilizada en la medicina tradicional para curar heridas infectadas y otras afecciones
relacionadas con infecciones fingicas, por su accién antiséptica (Schmeda-Hirschmann et al.,
1992). En un estudio reciente se demostrd que el extracto de acetato de etilo de P. acuminata
fue el més activo in vitro contra los fitopatégenos P. digitatum, P. italicum y M. fructicola (CIM
y CFM entre 62,5 y 1000 pg/mL) (Di Liberto et al., 2021); siendo mucho menos activo que

contra patégenos humanos, como lo publicaron Derita et al. (2009).

Respecto a la especie S. pilcomayense, el tnico estudio publicado hasta el momento
referido a la actividad fungicida de esta planta, fue el derivado de esta tesis (Alvarez et al.,

2023).

Los AE 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). Los AE obtenidos de diferentes partes de las plantas y ampliamente
utilizados como aromatizantes alimentarios, desde hace mucho tiempo han sido reconocidos por
sus propiedades antibacterianas, antifiingicas, antivirales, insecticidas y antioxidantes
(Srivastava et al., 2011; Ding et al., 2019). El reciente interés en sustancias naturales
alternativas ha llevado a una nueva conciencia cientifica de estos productos. Se han evaluado
extractos metandlicos de L. turbinata recolectadas en la zona de Tucumén y presentaron
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas a dosis equivalentes
al antibiético cloranfenicol (Herndndez et al., 2000). En otro estudio, la exposicion de manies a
vapores del AE de L. turbinata permitié evitar la contaminacién con hongos del género
Aspergillus (Passone y Etchevery, 2014). En un estudio realizado por Stegmayer et al., se
evalud el potencial fungicida in vitro contra los fitopatdogenos B. cinerea, C. acutatum, R.
stolonifer, F. semitectum y M. fructicola, de los AE obtenidos de L. alba (1000 ppm) y L.
turbinata (1000 ppm). Ambos productos impidieron el desarrollo de todos los hongos evaluados
en las condiciones del ensayo, excepto el crecimiento de F. semitectum que fue apenas de un 2%

(Stegmayer et al., 2021c).
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Al momento de comparar los distintos articulos relacionados que aparecen en la
literatura, es importante mencionar que 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 (EI Khetabi et al., 2022). Se debe considerar que los
ensayos de inoculaciones presentan ciertas dificultades debido a que se trabaja con organismos
bioldgicos que van experimentando cambios, a medida que transcurre el tiempo. A esto
debemos sumarle el hecho de que tanto los microorganismos como las plantas son seres vivos
que interactdan con el ambiente y modifican sus comportamientos (Gally et al., 2016; Gally y

Rona, 2006).

En cuanto a la variacién de peso inicial y peso final, en todos los casos los valores
disminuyeron en relacién al inicio de los ensayos. Las mayores diferencias de pesos se
obtuvieron para todos los tratamientos del ensayo con G. citri-aurantii, lo que indicaria que la
infeccion con este patdgeno afecta mucho mas a la pérdida de peso de las frutas que la infeccion
con los hongos del género Penicillium. Asimismo, se destacan los valores de pérdida de peso
de las naranjas tratadas con T2 (extracto de P. acuminata a 2000 ppm) en los ensayos con P.
italicum y G. citri-aurantii, cuya diferencia de peso fue significativamente menor respecto al
control. Esto sumarfa el interés por T2, que resulté ser uno de los tratamientos que mejor
resultado arrojé en la cuantificacién de incidencia y severidad in vivo, y su comportamiento en
el ensayo de pérdida de peso también fue adecuado. Lo que se buscé con este ensayo, fue
confirmar que los tratamientos alternativos con productos naturales, no conllevarian a una

pérdida de peso sustancial de las frutas respecto al control con agua, y esto quedé demostrado.

Los porcentajes de jugo obtenidos en este trabajo cuando las naranjas fueron infectadas
con P. digitatum y P. italicum y luego se aplicaron los diferentes tratamientos, alcanzaron
valores que permiten su comercializacion en el mercado interno, conforme a lo establecido por
la Secretaria de Agricultura y Ganaderia, 1983. Ademas, no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos y el control con agua para los ensayos con los 3 patégenos, lo que indicaria que
los tratamientos con productos naturales no afectarian al porcentaje de jugo de las frutas. Sin
embargo, en el caso del ensayo de infeccion con G. citri-aurantii, los porcentajes de jugo no
alcanzaron los minimos permitidos para su comercializacidon en mercado interno, a excepcién de
las naranjas tratadas con P. acuminata (2000 ppm), lo que agrega un valor mds a este

tratamiento.

Respecto a los SST cuando las naranjas fueron infectadas con P. digitatum, los mayores
valores con diferencias significativas fueron para los tratamientos con P. acuminata (2000 ppm)
y con S. pilcomaense (1000 ppm); mientras que para las infectadas con P. italicum, el mayor

valor se obtuvo cuando fueron tratadas con P. acuminata (2000 ppm). Los SST en las naranjas
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infectadas con G. citri-aurantii, arrojaron el mayor valor para el tratamiento con AE de L.
turbinata (1000 ppm). Todos estos valores son cercanos a los obtenidos para la variedad
“Salustiana” en la regién central de Santa Fe (Micheloud & Pilatti, 2014). Sin embargo, los
valores de SST encontrados en esta tesis son menores a los presentados en naranja “Valencia”

por Chabbal et al., (2019) y Bar6n & Villa, (2013).

La titulacién de dcidos evalda el contenido de 4cidos orgdnicos de las frutas y es un
factor importante para el mantenimiento de la calidad (Abd-Elkader et al., 2021). Los valores de
acidez encontrados en esta tesis son menores a los reportados para “Salustiana” (Micheloud &
Pilatti, 2014), y para “Valencia“ (Chabbal et al., 2019; Flores et al., 2010; Barén & Villa 2013).
Hay que tener en cuenta que, en nuestro caso, esa diferencia puede deberse a la infeccién
intencional que llevamos a cabo para inocular los patégenos. Entre los factores que modifican la
acidez se encuentra la maduracién de la fruta, demostrando que el proceso de senescencia se
estd desarrollando (Gonzédlez et al., 2021). Lo mas importante de nuestros resultados, es que se
demostré que las naranjas tratadas con los productos naturales no presentaron diferencias

significativas frente al control con agua para el parametro de acidez titulable.

Conclusion

La comunidad cientifica ha reconocido en las dltimas décadas la importancia del reino
vegetal como una enorme fuente de moléculas novedosas que podrian actuar contra diferentes
tipos de infecciones o enfermedades. Los resultados obtenidos en este capitulo demuestran la
gran riqueza que posee la flora nativa argentina como fuente de potenciales antifiingicos
naturales. Los productos naturales preparados como una solucién acuosa a 1000 ppm del
extracto diclorometdnico seco de S. pilcomayense y a 2000 ppm del extracto diclorometdnico
seco de P. acuminata, resultaron en la reduccion de incidencia y severidad de la enfermedad en
naranjas inoculadas con P. digitatum. Para el ensayo de inoculacién con P. italicum, se destacan
la aplicacién del mismo producto preparado con S. pilcomayense y un producto acuoso
preparado con el AE de L. turbinata a 1000 ppm en la reduccion de la incidencia y severidad del
moho azul. Finalmente, para el ensayo de inoculacién con G. citri-aurantii, se observo la
disminucién de la severidad de la enfermedad cuando las naranjas fueron tratadas con una
solucién acuosa del extracto diclorometdnico de P. acuminata preparada a 2000 ppm.
Asimismo, resulté importantisimo que los pardmetros de calidad de las frutas evaluados no
presentaran diferencias significativas entre los tratamientos con los productos naturales y el

control con agua, indicando que estos no se verian afectados.

A pesar de estos importantes hallazgos, es necesario continuar con estudios referidos a

la estandarizacion quimica de los extractos, su evaluacion frente a otros fitopatogenos para
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detectar espectros y mecanismos de accidn, citotoxicidad humana y formulaciones tecnolégicas

para determinar la dosis correcta para el control de cada enfermedad en frutas.
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Capitulo V: Caracterizacion fitoquimica de los aceites esenciales obtenidos y
evaluados por su accion fungicida

Introduccion

Para su adaptaciéon ambiental y la tolerancia al estrés las plantas producen, a través de su
metabolismo secundario, moléculas variables en su quimica y estructura, como terpenos,

flavonoides, taninos y alcaloides, entre otros (Ninkuu et al., 2021; Boncan et al., 2020).

Los terpenos, con mds de 80000 estructuras conocidas, comprenden la clase de
sustancias quimicas mas abundante y funcionalmente mds diversa presente en los organismos
vivos (Zhou y Picherski, 2020; Christianson, 2017). Las combinaciones de las unidades
precursoras de cinco dtomos de carbono (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,

2020).

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 colores a las flores y otras partes de
la planta, y desempefar 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 bésico de 15 carbonos, C6-C3-C6, con dos anillos bencénicos unidos por un anillo
pirano de tres &tomos de carbono, que puede estar ciclado o no en el heterodtomo de oxigeno. El
nimero y la posiciéon de los grupos hidroxilos en los anillos, influyen en la capacidad
antioxidante (D’Amelia et 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-
proteccién 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 aromadticos 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).
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Los alcaloides son productos naturales que contienen nitrégeno y derivan de varias rutas
biosintéticas (Gutiérrez-Grijalva et al., 2020). En una planta dada, la concentraciéon 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, comportindose como compuestos alelopaticos
(Jing et al., 2014), para la proteccién contra los depredadores y estd asociada con la formacién

de semillas.

Ngo et al., (2020) afirmaron que los productos vegetales son fuentes importantes de
compuestos antiftingicos con baja toxicidad para los mamiferos y el medio ambiente y presentan
escasa bioacumulacién porque se degradan rédpidamente en el suelo. Dichas caracteristicas han
ocasionado que en los dltimos 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
busqueda de fungicidas y brindan oportunidades para la produccién de productos farmacéuticos

y agroquimicos (Fonmboh et al., 2020).

Los AE, por su naturaleza voldtil, 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 objetivo el
aislamiento de principios activos, pero en este capitulo se presenta una caracterizaciéon quimica

mayoritaria de los AE evaluados como fungicidas en el Capitulo III.

Materiales y Métodos
Caracterizacion de los perfiles quimicos de los AE por CG-EM

Los aceites esenciales fueron analizados con un Cromatdégrafo gaseoso Agilent modelo
7890B acoplado a un Espectrometro de Masas Agilent modelo 5977, columna: HP-5MS UI (30
m x 0,25 mm con 0,25 pum 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;
tiempo de corrida: 31 min. Espectrémetro de Masas: full SCAN: 50-400, volumen de inyeccién:
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 AE se caracterizaron de acuerdo a la presencia de
compuestos que representaran mas del 1% de su composicion. Los cromatogramas obtenidos de

los cinco AE analizados, se incluyen en los resultados.
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Resultados
Composicion quimica mayoritaria de los AE obtenidos y evaluados

En lo que refiere al andlisis de los cromatogramas obtenidos mediante CG-EM, se pudo

determinar que:

En el aceite esencial S. molle se detectd la presencia de limoneno (30,4%), 7-cadinol
(25,9%), y-cadineno (6,31%), f-cariofileno (4,85%), p-cubebeno (4,39%), f-cadineno (4,33%),
aromadendreno (3,21%), cubenol (1,93%), espatulenol (1,93%), a-cadinol (1,76%), 6xido de
alloaromadendreno-(2) (1,62%) y a-muuroleno (1,09%), que representaron el 89,16% del total

de sus componentes (Figura 28).
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Figura 28: Cromatograma del aceite esencial de S. molle.

El aceite esencial de P. graveolens se caracterizé por la presencia de geraniol (24,89%),
citronelol (19,5%), f-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 (Figura 29).
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Figura 29: Cromatograma del aceite esencial de P. graveolens.
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El contenido de aceite esencial de M. linearis presenté cineol (72,71%), a-terpinol
(7,89%), a-pineno (5,01%), terpinen-4-ol (2,8%), f-pineno (4,81%) representaron el 93,22% del

total de la composicidn del aceite esencial de M. linearis (Figura 30).
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Figura 30: Cromatograma del aceite esencial de M. linearis.

El aceite esencial de L. alba se caracteriz6 por la presencia de fS-linalol (26,72%), trans-
dihidrocarvona (16,29%), cineol (9,28%), dihidrocarvona (6,19%), a-citral (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% del AE (Figura 31).
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Figura 31: Cromatograma del aceite esencial de L. alba.

El contenido del aceite esencial de L. turbinata presentd (-)-carvona (58,23%), D-
limoneno (27,72%), cariofileno (2,48%), cis-carvil acetato (2,25%), ester cis-lachnophyllum
(1,9%), metil eugenol (1,66%), o-terpinol (1,64%), cis-carveol (1,61%), representaron el
97,49% del total de la composicion de este AE (Figura 32).
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Figura 32: Cromatograma del aceite esencial de L. turbinata.
Discusion

La formacién de metabolitos secundarios es el resultado de la evolucién de millones de
afios de interaccién de las plantas con los patdégenos, cuya produccién es clave para su

crecimiento y reproduccion (Zaynab et al., 2018).

Para el AE de S. molle, la bibliografia refiere un gran porcentaje de hidrocarburos
monoterpénicos, entre los cuales se encuentran a y f pineno, mirceno, limoneno, p-cimeno, a y
[ felandreno y sabineno (Bendaoud et al., 2010, de Mendonga Rocha et al., 2012, Gomes et al.,
2013, Martins et al., 2014, do Prado et al., 2019). A pesar de que el componente mayoritario de
este aceite obtenido aqui es uno de los esperados para la especie, los restantes mayoritarios
involucran grupos oxigenados o esqueletos sesquiterpénicos, que, si bien aparecen en la
bibliografia citada, se encuentran a nivel de compuestos minoritarios o trazas. Los dos
compuestos principales (limoneno y 7-cadinol), que en su conjunto constituyen més del 50% de
la mezcla, presentan antecedentes como compuestos con fuerte actividad antifingica (Ho et al.,

2011, Mahdavi Omran et al., 2011, Marei et al., 2012).

El AE de P. graveolens se caracterizd por la presencia de monoterpenos oxigenados
como geraniol (24,89%), citronelol (19,5%), f-linalol (10,92%), y-eudesmol (8,93%), entre
otros. La fraccién principal de citronelol (35,2%) y geraniol (28,8%) del aceite obtenido aqui,
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
presentd actividad sinérgica cuando se combind 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 geraniol por tener un doble enlace en su estructura, también demostro
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accion antifingica, inhibiendo la germinacion de conidios y la produccién de micelios (Pereira

etal., 2015).

El AE de M. linearis presentd 1,8-cineol como compuesto principal y a-pineno, a-
terpinol, y (-)-4-terpineol, entre otros. 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 sefializacién
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 AE
donde estd presente, debido a los efectos sinérgicos de los compuestos en la mezcla (Cai et al.,
2021). Las proporciones de estos compuestos explicarian la actividad antifingica encontrada en

los ensayos in vitro en esta tesis.

El andlisis quimico del AE de L. alba demostrd la presencia de f-linalol (26,72%),
trans-dihidrocarvona (16,29%) y 1,8-cineol (9,28%), mientras que para el AE de L. turbinata
sus componentes principales fueron: (-)-carvona (58,23%), D-limoneno (27,72%) y pf-
cariofileno (2,48%). Uno de los principales usos del D-limoneno, disponible a bajo costo en la
produccién de citricos, es como precursor quimico de S-(+)-carvona (Trytrek y Fiedurek, 2002).
Un estudio revelé 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
patégenos (Aggarwal et al., 2002). 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 botdnico (Rao et al., 2000; de Oliveira et al., 2006; Shukla et
al., 2009; De Oliviera Arruda et al., 2019). La actividad antifiingica frente a patégenos de

citricos se reporta por primera vez en esta tesis para L. turbinata.

Conclusion

La caracterizacion de los AE de las especies vegetales estudiadas, arrojé los porcentajes
de los distintos compuestos que podrian producir las inhibiciones de los patégenos de citricos
aislados, entre los que se destacan 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. Esto es comun cuando se trabaja

con productos botanicos que constituyen aceites esenciales.
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DISCUSION GENERAL

Los principales productores de citricos son China, Brasil y Estados Unidos. A nivel
sudamericano, Brasil produce practicamente el 50% del jugo de naranja consumido en todo el
mundo. Argentina presenta un bajo desempefio respecto al resto de los paises productores de
naranjas, la produccién nacional crecié a una tasa inferior que el resto (Carciofi et al, 2021). Lo
hallado en esta tesis muestra que la produccién mundial se encuentra en aumento, mientras que el
aporte nacional es bajo. No obstante, la posibilidad de producir en contra estacién es una capacidad
comparativa que puede ser aprovechada. Nuestros andlisis de produccién nacional mostraron que
una de las caracteristicas mds importantes es su mano de obra intensiva, la diversidad de productos
a desarrollar con posibilidad de consumo en fresco o industrial, como asi también sus
exportaciones. En este sentido, existe un desafio en cuanto al disefio de politicas publicas adecuadas
que puedan contribuir a superar la situacién de estancamiento que enfrenta la produccién citricola

del pais.

Tradicionalmente, la mayoria de los hongos fitopatégenos han sido identificados en base a
caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas (Alexopoulos y Mims, 1996; Stajich et al., 2009). Sin
embargo, en muchos casos estos criterios no son suficientes para la diferenciacion entre especies
debido a la variacién de la morfologia y del fenotipo bajo influencia de diferentes factores
ambientales. Es por ello que resulta mds apropiado para la identificacién de fitopatégenos, el uso
combinado del diagndstico molecular y la caracterizacién morfoldgica tradicional. En esta tesis se
obtuvieron cepas monosporicas a partir de frutas enfermas, y se identificaron las secuencias de los
aislamientos que presentaron porcentajes de similitudes mayores al 99% con cepas previamente
caracterizadas de P. digitatum Grapefruit PD (Wang y Deng, 2020), P. italicum AK37 (Khan et al.,
2019), G. citri-aurantii GcaCC015 (Hernandez-Montiel et al., 2010), y P. citricarpa CBS 127452
(Vu et al., 2019).

La basqueda bibliografica arrojé que el inadecuado uso de fungicidas con unico sitio de
accién ocasiond la disminucién de los principios activos disponibles para el control de los hongos
de poscosecha. Los principios activos multisitio, se utilizan en proporciones mds altas,
generalmente tienen mas eficacia y un perfil de toxicidad menos favorable en comparacién con los
fungicidas de sitio unico (Schnabel y Brannen, 2022). Asimismo, tienen un bajo riesgo de
desarrollar resistencia y presentan combinaciones efectivas de mezcla/alternancia para fungicidas de
riesgo medio a alto, previniendo o retrasando el desarrollo de varios patégenos en muchos cultivos.

La presencia de fungicidas en frutas y hortalizas ha sido una preocupacién creciente en Argentina,
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sOlo tres de los principales mercados mayoristas tienen la infraestructura necesaria para determinar
los residuos de pesticidas; por lo que se recomienda con urgencia la implementacién de programas
disefiados para facilitar la sensibilizacidn, capacitacién y seguimiento del uso de estos productos
(Mac Loughlin et al., 2018). La preocupacién publica sobre la inocuidad de los alimentos, ha
aumentado el interés por encontrar alternativas a los fungicidas de sintesis para el control de
enfermedades en frutas, lo que induce a los paises importadores a reforzar las estrictas regulaciones

de importacién con respecto a los LMR.

Las plantas desarrollaron un complejo sistema de defensa para superar el estrés bidtico y
abidtico (Ballhorn et al., 2009); presentan sistemas de sefializacidon y reconocimiento especificos
que les permiten detectar la entrada de patégenos rapidamente e inducir una respuesta de defensa
que en la mayoria de las interacciones resulta eficaz para detener la penetracién y/o infeccién
(Schaller y Ryan, 1996). La formacién de metabolitos secundarios es el resultado de millones de
afios de interaccidn de las plantas con los patégenos y se considera que mas de 100.000 metabolitos

se encuentran involucrados en el sistema de defensa (Zaynab ef al., 2018).

En esta tesis se realizaron fichas descriptivas de 26 especies de base etnobotdnica, se
obtuvieron 42 extractos fijos utilizdndose una purificacién preliminar en base a las propiedades
lipofilicas/hidréfilas y/o acidas/basicas segin lo informaba la literatura (Brusotti et al., 2014); y 5
aceites esenciales obtenidos por arrastre con vapor de agua. Los rendimientos hallados se
encontraron dentro de los valores esperables para extractos diclorometanicos y metandlicos,
logrando el material de partida para los ensayos in vitro. Respecto a la evaluacion in vitro, siete
especies vegetales han demostrado una alta inhibicidn fingica de sus extractos fijos, y otras tres han
demostrado actividad fungicida por sus aceites esenciales. O. virgata, P. alliacea, F. clausum, A.
inundata, S. caavurana, S. pilcomayense y P. acuminata inhibieron el 100% del crecimiento de al
menos uno de los cuatro fitopatégenos estudiados (P. digitatum, P. italicum, G. citri-auranti y P.
citricarpa). Los AE obtenidos de P. graveolens, M. linearis y L. turbinata demostraron un buen
desempefio frente a dos de los patdégenos estudiados (P. digitatum y P. italicum) que fueron

inhibidos al 100% de su crecimiento in vitro.

Los productos naturales obtenidos a partir de los AE y extractos fijos estudiados en esta
tesis, constituyen una alternativa de interés para el control de patdégenos in vitro. Los resultados
obtenidos en los ensayos de poscosecha de naranjas var. “Salustiana” inoculadas con los patégenos
aislados, demostraron la gran riqueza que posee la flora nativa argentina como fuente de potenciales

fungicidas naturales. Las soluciones acuosas a 1000 ppm del extracto diclorometdnico de S.
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pilcomayense y a 2000 ppm del extracto diclorometdnico de P. acuminata, fueron altamente
fungicidas (teniendo en cuenta la incidencia y severidad de la enfermedad luego de los tratamientos)
en naranjas inoculadas con P. digitatum. En cuanto a P. italicum se destaca la accién fungicida del
extracto diclorometédnico de S. pilcomayense y del aceite esencial de L. turbinata; mientras que para
G. citri-aurantii, el extracto diclorometdnico de P. acuminata fue el tratamiento que resulté mas
adecuado para controlar la incidencia y severidad de la enfermedad. Asimismo, resultd
importantisimo que los pardmetros de calidad de las frutas evaluados (pérdida de peso, porcentaje
de jugo, contenido de SST, y acidez total titulable), no presentaran diferencias significativas
importantes entre los tratamientos con los productos naturales y el control con agua, indicando que
estos no se verian afectados. Desafortunadamente, no se logré poner a punto el ensayo de
sensibilidad in vivo para P. citricarpa dada la complejidad del ciclo del patégeno, que presenta un
periodo de incubacién muy prolongado, sumado a la falta de tiempo y el periodo de pandemia

durante 2020-2021.

Autores como Derita et al., (2009), Derita et al., (2011) y Derita et al., (2011a) hallaron
también actividad antifiingica contra hongos patégenos humanos utilizando extractos de P.
acuminata. En cuanto a S. pilcomayense, fue por primera vez evaluado en esta tesis y se logré una
publicacién en la revista Horticulturae con los resultados obtenidos para esta especie (Alvarez et
al., 2023). Los AE obtenidos, desde hace mucho tiempo han sido reconocidos por sus propiedades
antibacterianas, antifingicas, antivirales, insecticidas y antioxidantes (Srivastava et al., 2011; Ding
et al., 2019). En un articulo se evalué el potencial fungicida para el control de los fitopatdogenos B.
cinerea, C. acutatum, R. stolonifer, F. semitectum y M. fructicola, de los AE obtenidos de L. alba (a
1000 ppm) y L. turbinata (a 1000 ppm); en ese caso, ambas especies impidieron el desarrollo de
todos los hongos evaluados en las condiciones del ensayo excepto el de F. semitectum (Stegmayer
et al., 2021). Sin embargo, es necesario continuar con estudios respecto a la estandarizacién
quimica de los extractos y AE, su evaluacién frente a otros fitopatdgenos para detectar espectros y
mecanismos de accidn, citotoxicidad humana y formulaciones tecnolégicas para determinar la dosis

correcta para el control de cada enfermedad en frutas.

Finalmente, se procedié a la caracterizacion fitoquimica de los AE por CG-EM, que arrojé
los porcentajes de los distintos compuestos que podrian producir las inhibiciones de los patégenos
de citricos aislados, entre los que se destacan 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 (do Prado et

al., 2019, Gad et al., 2015, Bouzenna y Krichen, 2013, Stegmayer et al., 2021); esto es comun
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cuando se trabaja con productos botdnicos que constituyen aceites esenciales. La actividad

fungicida frente a patégenos de citricos se reporta por primera vez en esta tesis para L. turbinata.

Segin los resultados hallados en esta tesis, se logré demostrar la hipétesis de que los
productos naturales provenientes de especies vegetales nativas, controlan algunos patégenos de

citricos en la etapa de poscosecha en las condiciones de nuestros ensayos.

Esta tesis, junto a otras tres dirigidas por el Dr. Derita, posibilité la identificacién de
especies vegetales con potencial fungicida contra varios fitopatégenos de poscosecha de frutas. En
este sentido, se sentaron las bases para continuar con estudios referidos a mejorar y optimizar las
formulaciones de los extractos desde un punto de vista tecnoldgico. Asi como también, posibilitar
estudios de solubilidades en distintas matrices, biodisponibilidad de los activos en las frutas,
identificacién de los activos y deteccion de sinergismos, tecnologias para la aplicaciéon de los

extractos y aceites esenciales, entre otras, son aspectos a seguir trabajando.
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Anexo I: Especies vegetales presentadas en orden alfabético de las familias
botanicas

Schinus molle L. (Anacardiaceae)

Nombres vulgares: aguaribay, arbol de la pimienta, balsamo, curunguay, gualeguay, molle,
pimienta del diablo, pimientero, terebinta (IRUPE, 2021). Es un arbol perenne, aromético y
hermafrodita. Alcanza los 15 m de altura, con una copa de 4-5 m de didmetro formada por ramas
colgantes. Las hojas son imparipinnadas o paripinnadas, con foliolos opuestos o alternos,
lanceolados. Las flores se disponen en inflorescencias terminales y axilares. El fruto es globoso y de
color rosado a rojo-rosado cuando madura. Es una especie nativa, se encuentra desde una elevacién
de O hasta 500 m.s.m.; en Argentina (Buenos Aires, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Jujuy,
Misiones, Salta, Santa Fe) y en paises limitrofes como Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay (Figura 1)

(Flora Argentina, 2020).

Las hojas, corteza y raiz se utilizan en la medicina popular para el reumatismo, el dolor de
muelas, los trastornos menstruales, problemas pulmonares, infeccién de las vias urinarias,
hipertension, dlceras, tumores, ansiedad, depresion e inflamacién y como antibacteriano, antiviral,
antiséptico, antimicético, antioxidante, antiespasmddico, analgésico y estimulante (do Prado et al.,
2019). El aceite esencial presenta componentes como pineno, mirceno, limoneno, cimeno,
felandreno y otros monoterpenos como cadineno y sabineno (do Prado et al., 2019). El aceite
esencial de S. molle fue fungicida contra hongos fitopatégenos de los géneros Alternaria, Botrytis,
Colletotrichum y Fusarium, mediante la técnica de difusién en disco (dos Santos et al., 2010). En
otro estudio, el aceite esencial mostrd actividad significativa contra Paracoccidioides brasiliensis
(39,06 pg/mL), accidon débil contra C. neoformans y Trichophyton quinckeanum (625 pg/mL) e
inactividad contra Candida spp. (do Prado et al., 2019), mediante el método de dilucién en caldo.
Existen trabajos sobre la actividad antifiingica de nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de
S. molle contra Colletotrichum gloeosporioides y Aspergillus parasiticus, se observo gran efecto
inhibitorio del crecimiento radial, germinacién y viabilidad de esporas de C. gloeosporioides a una

concentracion de 160 ug/mL (Chavez-Magdaleno et al., 2018).
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Figura 1: Schinus molle. A. Vista general del éarbol. B. Detalle del tronco. C.
Inflorescencias (World Flora, 2022).

Araujia brachystephana (Griseb.) Fontella & Goyder (Apocynaceae)

Nombres vulgares: tasi, isopa, tase y doca (Chiari et al., 2015; IRUPE, 2021). Es un
subarbusto perenne voluble, albo pubescente (Figura 2). Sus hojas son ovado-oblongas hasta
triangular, acuminadas en el dpice, pubescentes en ambas caras con pubescencia mds densa en la
cara abaxial, de 3 a 5 cm de longitud x 2 a 3 cm de ancho; peciolos de 10 a 15 mm de longitud. Las
cimas umbeliformes, paucifloras, cortamente pedunculadas; el céliz de lacinias lanceoladas, de 5 a 6
mm de longitud, pubescentes en ambas caras. La corola roticea, de tubo muy breve y l6bulos
lanceolados, obtusos, pubescentes en la cara externa, de 5 a 7 mm de longitud x 1,8 a 2 mm de
ancho y la corona acampanada, de 2 a 3 mm de longitud, con manchones de pelos barbados en la
cara interna. Presenta apéndice estigmatico muy corto y las semillas son oblongas, ensanchadas en
el dpice, de 6 mm de longitud (Quiroga y Esnarriaga, 2014). Se encuentra en las provincias de
Buenos Aires, Catamarca, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Salta, Santiago del
Estero, Santa Fe, San Luis, Catamarca y Tucumdn. También se encuentra presente en Uruguay,
Brasil y Paraguay. Es comin en los bosques y en los alambrados (Quiroga y Esnarriaga, 2014;
Carpintero y Testoni, 2013). En cuanto al uso, es una especie que forma parte de la dieta del ganado
caprino (Quiroga et al., 2014), es también utilizada como planta ornamental y medicinal (Trillo y
Audisio, 2018). Se cultiva como ornamental por sus flores vistosas y su floracién prolongada. Los
indios payagud del Paraguay, comen frutos luego de tostarlos (Hieronymus, 1930). Las fibras de los
tallos son tenaces y se han utilizado como textil, y los pelos de las semillas pueden utilizarse como
lana. En medicina popular, con el latex se realizan buches para calmar el dolor de caries o favorecer

la caida de los dientes (antiodontélgico). Para impedir la circulacién del veneno, en caso de
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mordedura de viboras, se recomienda efectuar ligaduras con sus tallos volubles (Martinez- Crovatto,
1981). Contiene peroxidasas en los tallos y caucho y resinas en el litex (Dominguez, 1928;

Jankowski et al., 2000). No existen mayores estudios sobre su fitoquimica y actividades bioldgicas.

Figura 2: Araujia brachystephana. A. Vista general de la planta. B. Flores. C. Fruto
abierto (IRUPE, 2021).

Forsteronia glabrescens Miill. Arg. (Apocynaceae)

Nombres vulgares: enredadera leche, enredadera lechosa, isipi, isipé cambui, isipé deSan
Vicente, jazmin del monte y jazmin trepador (IRUPE, 2021). Es una liana robusta con tallos
ramificados y glabros. Las hojas son opuestas con peciolo de 0,2 a 0,5 cm longitud; ldmina eliptica
a levemente ovada u obovada, de 2,5 a 6 x 0,8 a 3 cm, con pequefios domacios en las axilas de los
nervios secundarios en el envés, en lo demds glabras; base cuneada (excepcionalmente obtusa) y
apice agudo, levemente acuminado, muchas veces apiculado. Las inflorescencias son piramidales,
de 3 a 6 cm longitud y 2 a 4 cm de didmetro aproximadamente; pedinculo de hasta 2 cm longitud,
glabro, bricteas triangular-ovadas, diminutas. Las flores son cortamente pediceladas, color crema,
fragantes. El cdliz de 16bulos ovados, de 1 a 2 mm de longitud. La corola roticea de 0,5 a 0,6 cm
didmetro, las anteras oblongas, de 1,5 mm longitud. La semilla de 0,6 a 0,8 cm de longitud, con
penacho de pelos de 2,5 a 3,5 cm de longitud (Flora Argentina, 2020). Se encuentra en el este de
Bolivia, Paraguay oriental, sur de Brasil, norte de Uruguay y Argentina, en la zona de la cuenca de
los rios Parand y Uruguay. En nuestro pais es comtn en el este de Chaco y Formosa y en Misiones,
Corrientes, norte de Santa Fe y norte de Entre Rios, haciéndose mas rara en el norte de Salta y
Jujuy. Habita preferentemente en bordes o claros de selvas, bosques y matorrales himedos

(elevacion de 0 a 800 m.s.n.m.) y florece en primavera (Flora Argentina, 2020).

Las lianas son explotadas exclusivamente para el comercio de artesania, se utilizan para
fabricar piezas pequeiias y delicadas como drboles de Navidad, aparadores y fruteros. El consumo
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de lianas, asi como la fabricacién y venta de artesanias, variaban mucho de un mes a otro
(Guadagnin y Gravato, 2013). F. glabrescens estd poco estudiado por su fitoquimica y actividades
bioldgicas, pero los 6rganos aéreos se utilizan popularmente en medicina tradicional como
febrifugo; ademads, el género ha despertado interés para la obtencién de liatex (Larrosa, 2004).
Algunos de los compuestos fitoquimicos aislados de esta familia fueron: glucésido de caudatina,
flavonoides, kaureno, aspidospermina y quebrachamina; estos dos tltimos también presentes en la

corteza del arbol de quebracho (Alvarez, 2019).

Figura 3: Forsteronia glabrescens. A. Planta en general. B. Flores. C. Inflorescencia

(IRUPE, 2021)
Funastrum clausum (Jacq.) Schitr. (Apocynaceae)

Nombre vulgar: tasi, tasi chico (Flora Argentina, 2020; IRUPE, 2021). Es una enredadera,
perenne, voluble, con tallos cilindricos, cortamente pubescentes. Sus hojas son elipticas, de 2,5 a 7
cm de longitud x 5 a 30 mm de ancho; los peciolos pubescentes, de 5 a 10 mm de longitud. Las
cimas son umbeliformes y plurifloras. La corola es blanca, de 10 mm de didmetro, con l6bulos
ovados, de 7 a 9 mm de longitud x 4 a 5 mm de ancho. En Argentina se encuentra en las provincias
de Buenos Aires, Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santiago del
Estero y Santa Fe; es decir, en las regiones biogeogrificas de Yungas y Paranaense, entre los O-
1400 m.s.n.m. En cuanto a los paises limitrofes estd presente en Brasil, Paraguay y Uruguay (Figura

4) (Flora Argentina, 2020).

Estas plantas exudan latex blanco pegajoso que contiene las endopeptidasas, que presentan
actividad proteolitica de cisteina (Morcelle et al., 2004). Este es el tnico trabajo disponible sobre
esta especie y su género, lo que la destaca dentro de la familia para investigaciones futuras

(Morcelle et al., 2006).
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Figura 4: Funastrum clausum. A. Planta general. B. Flores. C. Fruto. (Flora Argentina,

2020)
Orthosia virgata (Poir.) E. Fourn. (Apocynaceae)

Es una enredadera, perenne, voluble, muy ramificada, con ramas de 3-4 m de longitud, con
corteza suberosa, en los entrenudos apicales casi siempre con una linea de pubescencia de pelos
recurvos a lo largo de los entrenudos, el resto de la superficie de los entrenudos es glabra o casi
glabra. Sus hojas son angostas, ovales, acuminadas, de 15-38 mm longitud. Las inflorescencias de
5-8 flores, pedinculo de 0,5-1 mm y pedicelos de 2-3 mm. Las flores de cdliz persistente, sépalos
ovales de 0,8-1,2 mm longitud. Corola blanquecina de tubo breve y 16bulos oblongos, reflejos, de 2
mm longitud. La corona de l6bulos angostos, de 4pice entero o bifido, de 1,5 mm longitud (Flora
Argentina, 2020). Es una especie nativa, se encuentra en las provincias de Buenos Aires, Chaco,
Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Misiones y Santa Fe, es decir en lugares que varian de
elevacion entre 0-1000 m.s.n.m. En el litoral, habita en montes de suelo arcilloso, subhimedos y
también en las orillas de los bosques y selvas en galeria. También estd presente en paises limitrofes

como Brasil, Paraguay y Uruguay (Figura 5) (Flora Argentina, 2020).

La familia Apocynaceae es reconocida por la produccién de alaloides inddlicos con
aplicaciones clinicas, como vinblastina y vincristina (anticancerigenos), atevirdina (anti-VIH),
yohimbina (para disfuncién eréctil), reserpina (antihipertensiva), ajmalicina (trastornos vasculares),
ajmalina. (antiarritmico) y vincamina (vasodilatador). Los principales géneros de la familia
Apocynaceae son Alstonia, Rauwolfia, Kopsia, Ervatamia y Tabernaemontana. Debido a que
Orthosia no pertenece a los géneros mas analizados de esta familia, su estudio podria revelar
nuevos alcaloides con una diversidad quimica y actividades bioldgicas significativas (Mohammed

etal.,2021).
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Figura S: Orthosia virgata. A. Planta trepada a un chanar. B. Aspecto general. C. Flores. D.

Rama florifera. Disponible en IRUPE, 2021 (4A y 4C), y en Flora Argentina, 2020 (4B y 4D).
Tillandsia tricholepis Baker (Bromeliaceae)

Es una planta pequeiia, epifita, perenne y caulescente con aspecto de musgo, de 25-45 mm
de altura. Las hojas polisticas, triangulares, numerosas, de 6-9 x 1,5 mm, erectas, carnosas,
imbricadas y vaina grabra. La inflorescencia pauciflora, de 1 a 5 flores, los pétalos de 2,5-3 x 1 mm,
amarillos, lingiiiformes y erguidos. Los estambres incluidos, gineceo de 1,2 mm, estilo més corto
que el ovario. Las semillas son fusiformes (Flora Argentina, 2020). En Argentina se encuentra en
las provincias de Catamarca, Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones,
Salta, Santiago del Estero, Santa Fe, San Juan, San Luis y Tucuman; respecto a los paises limitrofes
en Brasil, Paraguay y Uruguay (Figura 6) (Flora Argentina, 2020). Las especies de Tillandsia tienen
un alto endemismo, potencial ornamental, valor ecoldgico y/o posibles usos en las industrias

quimica y farmacéutica (de Oliveira et al., 2021; Monteiro et al., 2011).

El género Tillandsia, en medicina tradicional, se reporta para tratar leucorrea, reumatismo,
ulceras, hemorroides, remedio antidiabético, emético, analgésico, purgante, anticonceptivo,
antiespasmodico y diurético (Keller et al., 1981; Adonizio et al., 2006; Vasconcelos et al., 2013;
Delaporte et al., 2004; Bennett, 2000; Acebey et al., 2006). Los compuestos principales del género
Tillandsia son: triterpenoides y esteroles (51%), flavonoides (45%) y dacidos cindmicos (4%)
(Clemes et al., 2008; Vasconcelos er al., 2013); también se report6 la presencia de compuestos
fenolicos en diferentes plantas de Tillandsia (Delaporte et al., 2006; Lowe et al., 2014). El género

Tillandsia posee importancia también en la industria cosmética. Extractos de la parte aérea de T.
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usneoides, T. cyanea, T. tectorum, T. ionantha, y T. stricta mejoran la piel 4spera y mantienen la
humedad (Ohara y Hori, 2001; Shoji et al., 2003; Kurokawa et al., 2004; Yokozeki, 2010). Los
extractos y compuestos del género Tillandsia se han reportado con propiedades antineopldsicas,
hipolipidémicas, antifingicas, anti-HSV-1, hipoglucemiantes y microbicidas (Andrighetti-Frohner
et al., 2005; Keller et al., 1981; Medon et al. ,1985; Li y Cui, 2013; Wang, 2013). También se
informé que un hongo (Xylariaceae sp.), que es huésped de T. usneoides, sintetiza citocalasina, un
metabolito con efecto citotéxico en lineas celulares tumorales humanas (Xu et al., 2015). Tillandsia
tiene importancia cultural, econdmica y farmacolégica, con gran potencial en muchos aspectos

esenciales de la sociedad moderna (Estrella-Parra et al., 2019).

Figura 6: Tillandsia tricholepis. A. Aspecto general de la planta. B. Detalle de la planta. C.
Flor IRUPE, 2021).

Albizia inundata (Mart.) Barneby & J.W. Grimes (Fabaceae)

Nombres vulgares: anchi blanco, guejnud, palo flojo, poctem, timbd, timbé atd, timbé ati,
timb6 blanco, pacard y timbé moroti (IRUPE, 2021; Flora Argentina, 2020; Scarpa, 2012). Es un
arbol perenne de 2-18 m altura, arbustivos cuando juveniles; ramas hornétinas glabras. Las estipulas
son triangulares, glabras o pubérulas. Las hojas tienen peciolo con una gldndula nectarifera eliptica
a circular; los foliolos 12 a 27 mm x 3 a 8 mm. Los capitulos con flores heteromorficas, la central
con disco nectarifero prominente y cdliz de 0,9 a 4 mm longitud (Figura 7) (Flora Argentina, 2020).
Especie presente en Paraguay, Brasil, Uruguay y Argentina; en Argentina se encuentra en las
provincias de Buenos Aires, Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta y Santa
Fe, es decir en las regiones biogeograficas Paranaense y Chaquefia. Es una especie que crece en
suelos bajos e inundables; florece en diciembre y los frutos maduran en abril. Es empleada como

buena madera para mdltiples usos (Flora Argentina, 2020).
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El género Albizia se caracteriza fitoquimicamente por la presencia de saponinas
triterpénicas, lignanoides, flavonoides y glucdsidos fendlicos (He ef al., 2020; Hussain, 2018;

Zhang et al., 2011).

Figura 7: Albizia inundata. A. Aspecto general. B. Hoja C. Fruto. (Flora Argetina, 2020).
Vachellia caven (Molina) Seigler & Ebinger (Fabaceae)

Nombres vulgares: aroma, aromita, aromito, aromo, bebuja, caven, churque, churqui,
espinillo, espinillo del bafiado, espinillo negro, espinillo Santa Fe, junshatatayuc, quirinka, tusca,
yaampa’alva (IRUPE, 2021). Es un arbusto perenne nativo, se encuentra desde los 0 a 3000
m.s.n.m. En Argentina se encuentra en las provincias de Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Cérdoba,
Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones, Salta, Santiago
del Estero, Santa Fe, San Juan, San Luis y Tucumadn; también estd presente en paises como Brasil,
Chile, Paraguay y Uruguay. Florece en agosto-setiembre y sus frutos maduran entre enero y abril

(Figura 8) (IBODA, 2020; Lahitte et al., 1998).

El polvo de las hojas y corteza, en aplicacién externa, es vulnerario; la infusién de la
corteza, rica en taninos, en gargaras, es expectorante y en gotas, antiotitico; en fomentos, es pectoral
(Zacchino et al., 2012). En casos de otitis, se aplica como gotas 6ticas y por via externa para
cicatrizar llagas, quemaduras y heridas. La decoccion de las flores se utiliza en Salta como
antitusivo y digestivo. El polvo de las hojas y corteza se aplica por via externa como vulnerario
como también expectorante por via interna (Alonso y Demachellier, 2005). Se ha informado acerca
de varios metabolitos secundarios de diversas especies de Vachellia, incluidas aminas y alcaloides,
dcidos grasos y aceites de semillas, aminodcidos no proteicos, terpenos, taninos hidrolizables,

flavonoides y taninos condensados, entre otros (Seigler, 2003). Extractos de V. caven demostraron
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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 demostr6 una inhibicién in vitro entre el 20 y 40% frente a Fusarium oxysporum 'y

Pycnoporus sanguineus (Quiroga et al., 2001).

Figura 8: Vachellia caven. A. Vista general del arbol. B. Flores. C. Fruto. IRUPE, 2021).
Pelargonium graveolens L'Hér. (Geraniaceae)

Nombres vulgares: malva rosa, geranio, rose geranium, rose-scent geranium, geranio,
sardineira (IRUPE, 2021; USDA, 2019). Es una especie ornamental y aromadtica, posee tricomas
glandulares en los que se biosintetiza el aceite esencial (Blerot et al. 2016). 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 9)
(Del Vitto et al., 1998; Dimitri y Parodi, 1977). El rendimiento del aceite oscila dependiendo del
sistema de extraccion (entre 0,16 y 0,22%) (Bouzenna y Krichen, 2013).

El aceite de P. graveolens mostrd un alto efecto inhibitorio contra cepas de bacterias gram

positivas como B. cereus, B. subtilis y S. aureus. (Silva y Fernandes, 2010).
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Figura 9: Pelargonium graveolens. A. Aspecto general de la planta. B. Hojas. C. Flores

(Alvarez, Norma).
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,
florece en primavera y es utilizado por los australianos indigenas como medicamentos para la tos y

los resfriados y como agentes antisépticos (Figura 10) (Lassak y McCarthy, 1983).

En sanidad vegetal, los aceites esenciales se destacan en la aplicacion en el tratamiento de

semillas y como plaguicidas (Pino et al., 2011).

Las especies del género Melaleuca han sido utilizadas desde hace tiempo en la medicina popular en

diversas regiones del mundo (Sharifi-Rad et al., 2017).
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Figura 10: Melaleuca linearis. A. Aspecto general al estado reproductivo. B. Hojas C.

Inflorescencias. (Alvarez, Norma).
Pisonia zapallo Griseb (Nictaginaceae)

Nombres vulgares: alfiler, alpong, caspi zapallo, dochiya, mata pdjaro, ombu-r4, palo bobo,
palo zapallo, sopatach, tupasiri, yucurubuzi, yuqueri-ru-ruzd, yuqueri-si, yuqui-ribazd, y zapallo
caspi (IRUPE, 2021). Es un arbol perenne de 4 a 15 m de alto, tronco de 0,60-1 m de didmetro;
corteza grisdcea y poco rugosa. Sus hojas son pecioladas, peciolo de 0,8-5 cm de largo, opuestas o
casi, fasciculadas en los braquiblastos, anchamente elipticas, de 2,6-9,5 x 1,5-6,6 cm, con base
aguda. Las inflorescencias en cimas aglomeradas globosas, de 0,9-2 cm de didmetro. Las flores
pistiladas cilindricas, tubulosas y tomentosas (Figura 11) (Flora Argentina, 2020). Se encuentra en
las provincias de Chaco, Corrientes, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santa Fe y Tucuman, también
estd presente en Paraguay; habita entre los 0-1500 m.s.n.m. (IBODA, 2020). Por sus flores, es muy
visitada por apidos (Apis mellifera L.) (Nores et al., 2013).

Es utilizada por su madera para la fabricaciéon de utensilios varios, también para
confeccionar roldanas para pozos de agua. Respecto al uso medicinal, es utilizada contra la
hidrocele testicular (Scarpa. 2012), como antidiabético, analgésico y depurativo sanguineo; también

se utiliza para tratar hernias (Rosso y Scarpa, 2019).
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La especie emparentada P. grandis, se utiliza tradicionalmente como antirreumadtico y
antifingico; también se estudi6 por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antiinflamatorias, antidiabéticas, diuréticas, analgésicas y cicatrizantes. Presenta diversos
constituyentes fitoquimicos, principalmente alcaloides, compuestos fendlicos y flavonoides
(Elumalai et al., 2012). P. aculeata es nativa de los trépicos de América y se considera introducida
en Africa, Asia y Filipinas. Las tribus y los médicos nativos utilizan las hojas y la corteza para tratar
trastornos hepdticos, inflamacién, hinchazén, tos y tumores (Brown, 1980). El andlisis fitoquimico
preliminar de los extractos revela la presencia de alcaloides, compuestos fendlicos, taninos,

saponinas y flavonoides (Gupta et al., 2015)

Figura 11: Pisonia zapallo. A. Aspecto general del arbol. B. Hojas. C. Flores. (IRUPE,
2021)

Petiveria alliacea L. (Phytolaccaceae)

Nombres vulgares: arbol lillo, calauchin, pimentén y pipi (IRUPE, 2021). Es una hierba
nativa, perenne de 0,3-2 m de alto. Sus hojas con el peciolo de 0,1-1 cm de largo; 1dminas de 3-15 x
1,7-6 cm; estipulas de 1-2,9 mm de largo. Las inflorescencias de 5-25 cm de largo. El fruto de 6-9 x
1,5-2,5 mm. En Argentina se encuentra en Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy,
Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del Estero y Tucumén; presente también en Brasil, Paraguay y

Uruguay (Flora Argentina, 2020; IBODA, 2020).
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Rosado-Aguilar et al., 2010, demostré que los extractos metandlicos obtenidos del tallo y
las hojas lograron un 100% de mortalidad de larvas y adultos de Rhipicephalus microplus, lo que
sugiere su potencial como acaricida. Estudios sugieren que la bioactividad de los extractos de hojas
de P. alliacea podria estar relacionada al metabolito llamado isoarborinol (Zavala-Ocampo et al.,
2017). Las propiedades antimicrobianas de P. alliacea han sido ampliamente documentadas (Silva

etal.,2018).

Figura 12: Petiveria alliacea. A. Aspecto general. B. Hojas. C. Inflorescencia. D. flor

(IRUPE, 2021).
Polygonum stelligerum Cham. (Polygonaceae)

Nombre vulgar: catay amargo, catay, lambedor, yerba picante, hierba picante (IRUPE,
2021). Es una hierba perenne, flotante arraigada o palustre, de 1-3 m de altura, los tallos con pelos
estrellados. Sus hojas de 5- 16 cm, alternas, simples, sagitadas o hastadas, discolores, hispidas, de
dpice agudo; dcreas infundibuliformes de borde ciliado. Las flores son blancas, pequeiias, en
inflorescencias terminales densas, de 1 a 2 cm de largo por 1 cm de didmetro. Sus frutos son
aquenios de 3,5-4 x 2-3 mm, biconvexos. Se encuentra en el noreste de Argentina (Chaco,
Misiones, Santa Fe, Corrientes, Entre Rios, Buenos Aires e Isla Martin Garcia), sur de Brasil
(Parana, Rio Grande do Sul y Sta. Catarina), Paraguay (Dptos. Misiones y Presidente Hayes).
Habita en lugares bajos, inundables, a orillas de rios y lagunas formando parte de pajonales,

catayzales y camalotales. Florece en otofio (Labhitte ef al., 2004; Flora Argentina, 2020
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Los extractos de hojas de P. stelligerum se utilizan en la medicina popular para curar
heridas infectadas (Zacchino et al., 1998). Se ha reportado la presencia de compuestos flavonoides,
la mayoria de los cuales son derivados 3-O-glicosilados de los flavonoles quercetina e isoramnetina,
7-O-glicosilados de las flavonas crisoeriol y luteolina y C-glicosilflavonas de luteolina (Iwashina,
2013). Zacchino et al., 1998 reportaron la actividad del extracto DCM de P. stelligerum contra los
dermatofitos Microsporum canis y Epidermophyton floccosum con CIMs de 600 y 500 ug/mL,

respectivamente.

Figura 13: Polygonum stelligerum. A. Comunidad. B. Hojas (IRUPE, 2021).

Polygonum lapathifolium L. (Polygonaceae)

Es una hierba perenne, de 1-1,5 m de alto; los tallos son ascendentes o algo decumbentes,
simples o ramificados, glabros o con escasos pelos adpresos, a veces glandulosos. Las hojas tienen
peciolos muy breves, laminas de 1-22 x 0,3-5 cm, lanceoladas hasta estrechamente lanceoladas, en
algunos casos algo acuminadas, en general nervios y margenes estrigosos, a veces los nervios
secundarios son glabros, en algunos casos la cara abaxial de las hojas inferiores es tomentosa.
Presenta inflorescencias y los frutos son aquenios lenticulares (Flora Argentina, 2020). Crece en
zonas bajas, inundables y como maleza en arrozales y forma parte de los “cataysales” del Delta. Se
encuentra en las provincias de Buenos Aires, Catamarca, Chubut, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios,
Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones, Neuquén, Rio Negro, Salta, Santa Cruz, Santa Fe,
San Juan y San Luis, es decir desde 0-1000 m.s.n.m; también presente en Chile, Paraguay y

Uruguay (IBODA, 2020).

105



Algunas especies de Polygonum se utilizan en la medicina tradicional como agentes
diuréticos, antihemorragicos y antisépticos (Ozarowski y Jaroniewski, 1987). Los extractos acuosos
y etandlicos de flores, hojas y raices tienen actividad antimicrobiana (bacterias Gram+ Yy
microbacterias). Presenta compuestos no identificados capaces de provocar dermatitis e
intoxicaciones en vacunos (Marzocca, 1997). Se ha demostrado que varios flavonoides aislados de
estas plantas tienen actividades antivirales, antioxidantes y anticancerigenas. Pinostrobina (5-
hidroxi-7-metoxiflavona) es una flavona aisalada de P. lapathifolium L. ssp. nodosum, que ingresa
rdpidamente del citoplasma hasta el nicleo celular de las células cultivadas y proporciona una
respuesta apoptética intensiva; por ello, puede considerarse un buen candidato como agente
quimiopreventivo contra la leucemia (Smolarz ef al., 2006). P. lapathifolium exhibi6 efectos sobre
la induccién de EBV-EA y efectos antitumorales sobre la carcinogénesis de la piel en dos etapas de

estudio en ratones (Dong et al., 2014).

Existe efecto antihelmintico del extracto metandlico de raices de P. lapathifolium. (Bulbul
et al., 2013). La composicon quimica del aceite esencial de esta especie estd constituida por
dodecanal (25,65%), 6xido de cariofileno (13,35%), p-cariofileno (7,95%) y (E)-f-farneseno
(6,20%) (Demirpolat, 2022).

Figura 14: Polygonum lapathifolium. Inflorescencia (IBODA, 2020)
Persicaria acuminata (Kunth) M. Gémez (Polygonaceae)

Nombres vulgares: catay, catay grande, yerba de bicho, sanguinaria del agua, cien nudos,
lagunilla, yerba picante, plumerillo del campo, capiticova y ca’atdi (Lahitte ef al., 1998). Las
plantas varfan ampliamente desde herbiceas anuales de menos de 5 cm de altura a herbaceas
perennes erguidas que crecen hasta 3-4 m. Son acudticas y crecen como plantas flotantes en

estanques. Las hojas tienen entre 1 y 30 cm de largo, estrechas, lanceoladas. Los tallos son a
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menudo rojos o rojizos. Las flores son pequefias, blancas, y aparecen en verano en racimos oscuros
de las juntas de las hojas o los dpices del tallo, floreciendo en otofio (Figura 15) (Narasimhulu et al.,
2014). El género Persicaria, se distribuye en todo el mundo en climas templados. En Argentina, P.
acuminata crece en las tierras bajas del noreste y centro de Argentina (Derita et al., 2008; Derita y
Zacchino, 2011). Se encuentra en las provincias de Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Cérdoba,
Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Misiones, Salta, Santiago del Estero,
Santa Fe, San Luis y Tucuman, también estd presente en Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay
(IBODA, 2020).

Varias especies del género Persicaria se utilizan en la medicina popular en diferentes partes
del mundo para tratar muchas enfermedades como infecciones de la piel, disenteria, mordeduras de
serpiente, hemorroides, insomnio, enfermedades cardiacas y también como protector hepdtico (de

Almeida Alves et al., 2001).

Figura 15: Persicaria acuminata. A. Aspecto general de la planta. B. Tallo. C.
Inflorescencia (IBODA, 2020).

Clematis montevidensis Spreng (Ranunculaceae)

Nombres vulgares: barba de chivo, barba de viejo, bejuco, bejuco catistico, cabello de
angel, cabello de indio, cabello de vieja, centella, clematide, loconte, parra, parra plumero, plumero,

tuyd rediviva, tuyd-rendivd y zocate (IRUPE, 2021). Es una enredadera amarga, liana, rizomatosa,
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con tallos estriados, glabrescentes, sus hojas opuestas, pecioladas, con 3 a 5 foliolos enteros,
dentados, partidos o sectados, asimétricos, ovados o elipticos, de 2 a 8 cm de largo por 1 a 5 cm de
ancho, subglabros. Las flores con pétalos de 10 mm de largo, en inflorescencia multifloras. Sus
frutos son poliaquenios con estilos plumosos de 10 cm de largo. Florece en primavera y en verano
(Flora Argentina, 2020). Se encuentra en las provincias de Buenos Aires, Catamarca, Chaco,
Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones, Rio
Negro, Salta, Santiago del Estero, Santa Fe, San Juan, San Luis y Tucuman. En los paises limitrofes
de Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay, y es comun en selvas, bosques higréfilos, bordes de caminos

y sobre cercos (Lahitte et al., 2004; Flora Argentina, 2020).

En la medicina popular, las hojas son utilizadas en cataplasmas como antineurilgicas,
causticas y rubefacientes; también sirven para curar lastimaduras agusanadas de los animales, y
como antidoto para mordeduras de viboras. La infusién de las hojas se aplica externamente para
combatir las pecas, lepra, sarna y otras enfermedades cutdneas. Con las flores se confeccionan
colchones antirreumadticos, y los estilos plumosos se utilizan secos, externamente, como vulnerario.
Contiene oxidasas, heterésidos y resinas en los tallos, y también clematina, principio toxico, por lo

cual sélo se emplea externamente (Lahitte ef al., 2004).

Figura 16: Clematis montevidensis. A. Hojas. B. Infrutescencia. C. Aspecto general. D.

Infrutescencia femenina (IRUPE, 2021).
Solanum argentinum Bitter & Lillo (Solanaceae)

Nombres vulgares: hediondillo del monte, afata, yuyo cabra, duraznillo blanco, malfato,

ruma yuyo y duraznillo del burro (Alaria et al., 2013; Trillo et al., 2014; Solis et al., 2011). Es un
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arbusto perenne, que puede alcanzar hasta de 2 m de altura, posee multiplicacién vegetativa
mediante raices gemiferas; sus tallos son erectos, con pubescencia densa a esparcida de tricomas,
ramas viejas con corteza castafio rojiza, brillante; brotes y érganos jévenes con pubescencia densa o
esparcida. Presenta inflorescencia internodal o terminal, de 2,5-10 cm, ramificada hasta 6 veces;
corola hendida hasta 3% de su longitud, blanca, de 0,8-1 cm de didmetro. La baya es globosa, de 5-6
mm de didmetro, amarilla o anaranjada en la madurez (Figura 17) (Flora Argentina, 2020). Es una
especie nativa presente en las provincias de Catamarca, Chaco, Cdrdoba, Corrientes, Formosa,
Jujuy, La Pampa, La Rioja, Salta, Santiago del Estero, Santa Fe y Tucumadn, es frecuente en los
bosques chaquefos y vegetacion secundaria. Muy frecuente en terrenos modificados del valle de
Lerma (Novara et al., 2010). En cuanto a los paises limitrofes, se encuentra también en Bolivia y

Paraguay.

Sus raices y hojas presentan diversas propiedades medicinales, las primeras se usan por su
accién antivenérea; las segundas se emplean como febrifugo para aliviar el dolor de huesos, de
cabeza, resfrios (Scarpa, 2004; Barboza, 2006) y por su accién antimalaria, inhibiendo la
maduracién de esquizontes de Plasmodium falciparum (Paco et al., 2004; Bourdy et al., 2004).
Existen trabajos que documentan el uso de la farmacopea natural en la prevencién y cuidado de la
salud oral entre los tobas del Chaco Central (Argentina). Se utilizan raices y hojas en infusiones
como antiodontélgico (Martinez, 2010). También presentan interés en la actividad apicola de
acuerdo a informacién relevada en el Departamento Ojo de Agua (Santiago del Estero), asi como
también en el sureste de la provincia de Cérdoba (Carrizo et al., 2015; Solis et al., 2011). También,
S. argentinum presenta valor forrajero (Scarpa, 2007). Se utilizan sus hojas y ramas, por su
caracteristica tintérea (amarillo o amarillo verdoso) (Palacio, 2007). Presenta accién repelente:
extractos etandlicos de S. argentinum repelieron el 55.0% de Sitophilus oryzae (Suleiman et al.,
2018). Se observo efecto repelente del extracto héxanico de S. argentinum sobre S. oryzae

(Viglianco et al., 2008); y present6 actividad inhibitoria de la tirosinasa (Chiari et al., 2010).

Esta planta posee esteroides, lipidos y aceites en sus semillas. Las semillas se destacan por
ser fuente de aceites, entre ellos se encuentran los dcidos grasos linoleico, oleico y palmitico (Lucini
et al.,, 1994; Barboza et al., 2006). S. argentinun presentd baja inhibicién del crecimiento de F.

verticillioides (Carpinella et al., 2010).
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Figura 17: Solanum argentinum. A. Aspecto general de la planta. B. Inflorescencia. C.

Infrutenscencia (IRUPE, 2021).
Solanum granulosum-leprosum Dunal (Solanaceae)

Nombres vulgares: tabaquillo del monte, fumorado, fumo bravo y cambard (Rios et al.,
2010; Cabrera et al., 2013). Es un arbol de 2-10 m de alto, tallos adultos glabrescentes, los mas
jévenes pubescentes, con tricomas ramificados. Las hojas solitarias; peciolos de 15-42 mm; ldminas
angostamente ovadas a elipticas, de 10-24 x 2,5-7,8 cm; hojas axilares ausentes a presentes y muy
desarrolladas, ovadas. Presenta inflorescencia terminal o subterminal, ramificada varias veces,
pluriflora, con méas de 60 flores; caliz violeta palido, celeste, lila, o purpura. El fruto es una baya de
10-17 mm, amarilla a castafio-amarillenta, tomentosa; semillas castafo claras, de 1,7-2,8 x 1,5-2,3
mm. Posee una corteza semi-lisa con fisuras cortas (Figura 18) (Flora Argentina, 2020; Von
Liicken, 2015). Es una especie nativa, se encuentra en las provincias de Buenos Aires, Chaco,
Corrientes, Entre Rios, Formosa, Misiones y Santa Fe. Desde el sur de Brasil, Paraguay, Uruguay y
nordeste de la Argentina hasta Buenos Aires; crece en lugares himedos, hasta los 1000 m.s.n.m.
(Flora Argentina, 2020). Es utilizada como planta ornamental (Roger et al., 2016), posee un interés
apicola, asi como también es necesaria para la vida silvestre. El principal interés asociado a esta
especie es la recuperacién de ecosistemas degradados, dado que es considerada una especie pionera,
de crecimiento rdpido buena para la mejora del suelo y atrae fauna (Montagnini et al., 2011;
Ferreira et al., 2010; Carpanezzi, 1998). Sus hojas son utilizadas como antiinflamatorio de uso
externo y sus bayas se emplean como calmante (sobre todo del dolor de cabeza) y en cataplasmas
contra tulceras y lesiones de la piel. La decoccidon de las hojas y de los frutos se emplean como
fumigante contra mosquitos y piojos en el hombre y los animales (Petenatti et al., 1998); la
decoccidn de la corteza se utiliza para dolor de dientes y en casos de picadura de vibora (Fogel et

al., 2016).
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Toda la planta es rica en solanina y contiene saponinas, siendo una de ellas la solasodina,
presente en frutos y hojas; a ellas se agregan oxidasas y resinas. Ademads, han sido hallados
alcaloides, sapogeninas esteroidales y taninos. Las flores y hojas han mostrado accién

antibacteriana (Petenatti et al., 1998).

Figura 18: Solanum granulosum-leprosum. A. Aspecto general. B. Hojas. C. Inflorescencia

(IRUPE, 2021).
Solanum pilcomayense Morong (Solanaceae)

Nombre vulgar: tomatillo del monte (IRUPE, 2021). Es una hierba perenne o subarbusto, a
veces apoyantes, puede alcanzar hasta 2 m de altura, muy poco ramificados; tallos aristados,
angostamente alados, con procesos espinulosos evidentes, tallos adultos pubérulos, los mas jovenes
con pubescencia de tricomas glandulares cortos o largos. Sus hojas son largamente pecioladas,
posee inflorescencia extra-axilar a subopuesta a las hojas, alargada, con 5-9 flores; pedinculos
delgados, de 1,3-2,2 cm, pubescentes; corola profundamente estrellada, de 6-8,5 mm, blanca,
16bulos angostamente triangulares. El fruto es una baya globosa, de 6-8 mm de didmetro (Figura 20)
(Flora Argentina, 2020). Es una especie nativa, se encuentra en las provincias de Buenos Aires,
Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La Rioja, Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del
Estero y Tucuman. Es bastante comin en lugares himedos, cercanos a rios, entre los 400 y 1500
m.s.n.m. También se encuentra en Brasil y Paraguay (Flora Argentina, 2020; Palchetti et al., 2020;

Cantero et al., 2016; Brumnich et al., 2019; Knapp et al., 2019).
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Existen pocos reportes sobre sus sus componentes o bioactividades. El estudio mds
relevante, demostrd la actividad antiprotozoaria de los extractos de la parte aérea (Muelas Serrano

et al., 2000).

Figura 19: Solanum pilcomayense. A. Planta en flor. B. Flores. C. Frutos (IRUPE, 2021).

Solanum caavurana Vell. (Solanaceae)

Nombres vulgares: palo agui, laranjinha do mato, jurubebaranaor o jurubeba-branca (Flora
Argentina, 2020). Es un arbusto o arbol pequeiio de 1-5 m de alto, troncos de hasta 10 cm de
didmetro en la base; ramas jovenes glabras, delgadas y oscuras, ramas viejas con corteza palida y
rugosa. Sus hojas mayores con peciolos de 7-12 mm, ldminas elipticas u ovadas, de 8-18 x 3-8 cm,
con el ancho maximo en la zona media. Inflorescencia de 5-20 flores, opuesta a las hojas, simple, de
1-4,5 cm, glabra o finamente glandulosa. Posee baya globosa, de 1-1,5 cm de didmetro, blanco-
verdosa, amarilla en la madurez (Figura 20) (Flora Argentina, 2020). Se encuentra en las provincias
de Chaco, Corrientes, Formosa y Misiones, es decir, en el Nordeste de la Argentina. También esta
presente en los paises limitrofes de Brasil y Paraguay, en las selvas lluviosas o bien, formando
manchones a elevaciones cercanas a los 250 m.s.n.m. (Flora Argentina, 2020; Ferreira et al., 2013;
Cielo-Filho et al., 2017, Silva, 2019; Lima-Verde et al., 2014). Es una especie pionera utilizada en
el proceso de restauracion de dreas degradadas, como por ejemplo en la Selva Atlantica brasilefa,
en uno de los biomas mas diversos y amenazados del mundo (Bianconi et al., 2012). En la medicina
popular es utilizada para el tratamiento de anemia, para los trastornos hepaticos y digestivos (Vaz et

al., 2012), también posee un uso etnofarmacoldgico para combatir el mal de Hansen (Vaz., 2013).
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Los frutos maduros de S. caavurana presentan una gran diversidad de alcaloides

esteroidales (Vaz et al., 2012). Los frutos presentan capacidad antioxidante (Pereira et al., 2019).

Figura 20: Solanum caavurana. A. Aspecto general de la planta. B. Rama com frutos C.

Flor IRUPE, 2021).
Lantana megapotamica (Spreng.) Tronc. (Verbenaceae)

Nombre vulgar: camard morado, camard (IRUPE, 2021, Lahitte et al., 1998). Es un arbusto
de 40-60 cm de altura, sus hojas opuestas, pecioladas; con peciolos hasta de 6 mm de largo; ldminas
de 1,5-3,5 x 0,8-2,5 cm. Las florescencias en cabezuelas axilares densas, pedunculadas; corola
violdcea a rosado con centro blanco y garganta amarilla, con tubo de 3-5 mm de largo. Los frutos
esféricos a subesféricos, subcarnosos, negros a la madurez de 3,5-5 mm de didmetro (Figura 21)
(Flora Argentina, 2020; IBODA, 2020). Se encuentra entre los 0-1000 m.s.n.m., en las regiones
Monte, Pampeana, Espinal y Chaquefia. En las provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Corrientes,
Entre Rios, Formosa, La Rioja, Misiones, Santiago del Estero, Santa Fe, San Juan y San Luis;
también presente en Brasil, Paraguay y Uruguay (Flora Argentina, 2020; Martinez y Ferruci, 2005).

Florece en verano y fructifica en otofio.

Es utilizada en infusiones, en tomas, es refrescante, sedativa, digestiva, carminativa,
antirreumatica, febrifuga y diurética (Labhitte ef al., 1998; Arambarri et al., 2006). Es utilizada como
ornamental, cultivada para los cercos vivos. Es téxica para el ganado (Lahitte er al., 1998. Se

documentd el conocimiento por la medicina tradicional de la “Sierra de Comechingones” (Cérdoba,
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Argentina), en la cual esta especie presenta accidén febrifuga, utilizando sus hojas y tallos
Goleniowski et al., 2006). También se caracteriza por presentar alcaloides, triterpenoides, oxidasas

y aceites esenciales en su comosicion (Lahitte et al., 1998).

Figura 21: Lantana megapotamica. A. Aspecto general de la planta. B. Hojas y flores. C.
Flores (IRUPE, 2021).

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

Nombres vulgares: lipia, poleo, romerillo, salvia, salvia colorada, salvia del campo, salvia
del monte, salvia morada, salvia trepadora y yerba buena (IRUPE, 2021). Es un arbusto de 60 a 150
cm de alto, aromdticos; ramas delgadas. Sus hojas opuestas o ternadas; peciolos de 1-10 mm de
largo; laminas ovadas o elipticas; florescencias menores que las hojas terminales, 1-2 por axil. Céliz
bi-dentado, densamente pubescente; corola rosada, lilicea o blanca, amarilla en el interior del tubo.
El fruto es subgloboso u obovoide, de 2,8-3 mm de didmetro. Florece en primavera y verano
(Figura 22) (Flora Argentina, 2020). Se trata de un tax6n muy variable y polimorfo, ampliamente
distribuido en Sudamérica tropical y subtropical, presente en las regiones Yungas, Paranaense,
Pampeana, Espinal y Chaqueiia; crecen hasta los 1000 m.s.n.m. A nivel nacional, en Buenos Aires,
Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santiago del Estero y
Santa Fe; y en cuanto a la region, en Brasil, Paraguay y Uruguay (Flora Argentina, 2020; IBODA,
2020; Lahitte et al., 1998).

En medicina popular, las decocciones de las hojas frescas se usan con frecuencia como
analgésico, eupéptico y para tratar trastornos gastrointestinales como espasmos e indigestiéon (Di

Stasi, 1994). En Chaco, se ha descrito que esta especie también se usa como antitusiva,
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descongestiva, para el dolor de garganta y dolores de cabeza. 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). En otras regiones de Argentina, se usa
como tintura preparada con 200 g de hojas secas y 70° de etanol (Alonso y Demachellier, 2005). Es
una especie muy rica en aceites esenciales, se emplean para aromatizar y saborizar distintos
productos medicinales, y para elaborar el mentol artificial (Pensiero y de la Pefia, 2000). El
rendimiento en hojas de aceite esencial alcanza el (0,51-5%), y su componente principal es el
limoneno (Terblanché y Kornelius, 1996). En un estudio realizado en nuestro pais, se han definido 5
variedades: tipo santafesina (con a-pineno, dihidrocarvona, alcanfor, citral y linalol), tipo
entrerriana I (con d-limoneno y lipiona), tipo entrerriana II (con d-piperitona), tipo norte santafesino

(con citral), y tipo tucumano con (-)-piperitona, limoneno y 1,8-cineol) (Blanco et al., 2013).

El AE de esta especie, rico en monoterpenos oxigenados, se ensayo frente a C. albicans, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. neoformans, T. rubrum 'y Fonsecaea pedrosoi, presentando halos
de inhibicién entre 1,1 a 5 cm (Oliveira et al., 2006). En hongos fitopatégenos, el aceite esencial fue
probado en la germinacién de teleutosporas de Ustilago scitaminea, conidios de C. falcatum y
Curvularia lunata, siendo todos inhibidos a 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 Oliveira

Arruda et al., 2019).

Figura 22: Lippia alba. A. Planta en flor. B. Hojas e inflorescencia. C. Inflorescencia

(IRUPE, 2021).
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Lippia turbinata Griseb (Verbenaceae)

Nombres vulgares: poleo, poleo fino, hierba poleo, té criollo, menta poleo y té del pais
(IRUPE, 2021; Hurrell et al., 2011). Son arbustos aromdticos que se extienden por el centro y oeste
de la Argentina, habitan principalmente en las provincias fitogeograficas del Chaco, Monte y del
Espinal (Figura 23). Es un arbusto nativo, de 1-2 m de altura, muy ramificado. Sus hojas opuestas o
ternadas, elipticas. Inflorescencias en capitulos axilares. El cdliz persistente, corola blanca a blanco-
lilacina, tubuloso-bilabiada, de limbo reducido y tubo de 2,5-3 mm de largo. Fruto obovoide;
formado por clusas de 2 x 1,8 mm. Se encuentra en las regiones Yungas, Monte, Espinal y
Chaqueiia, es decir, entre los 0-1500 m.s.n.m. En Argentina, en las provincias de Buenos Aires,
Catamarca, Chaco, Cérdoba, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Salta, San Juan y San
Luis. También estd presente en Peru, Chile y Paraguay (Hureell et al., 2011; Flora Argentina,

2020).

Es una de las especies utilizadas tradicionalmente en Argentina contra el “empacho”
(Martinez-Crovetto, 1981). Contraindicada en el embarazo, la lactancia, y en niflos menores de 6
afios (ANMAT, 2011). La esencia se obtiene en plena floracién, es amarillenta y de olor similar al

del limén (Hurrell ef al., 2008).

Figura 23: Lippia turbinata. A. Aspecto general de la plantan. B. Hojas. C. Inflorescencia
(IRUPE, 2021).
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