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RESUMEN

En este trabajo se estudi6 la posibilidad de utilizar aceites esenciales
(AEs) con actividad antimicrobiana como alternativa al uso de agroquimicos
de sintesis. El criterio fue seleccionar plantas nativas productoras de AESs,
identificar sus componentes y evaluar in vitro la capacidad inhibitoria contra
los hongos Guignardia citricarpa (mancha negra de los citricos) y Penicillium
digitatum (moho verde de los frutos postcosecha). Los AEs fueron obtenidos
por hidrodestilacion de Schinus molle, Achyrocline flaccida, Baccharis
dracunculifolia, Baccharis trimera, Conyza bonariensis, Pluchea sagittalis,
Chenopodium ambrosioides, Ocimum selloi, Blepharocalyx salicifolia, Acca
sellowiana, Eugenia uniflora, Psidium cattleianum, Aloysia gratissima y
Lippia alba. La composicién quimica se analizd por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Paralelamente se evalu6 la
inhibicion de los AEs sobre G. citricarpa usando los tests de fase volatil
(TFV) vy dilucion en agar (TDA). Para P. digitatum, ademas se utilizé la
técnica de bioautografia sobre cromatografia en capa fina (B/TLC) y el test
de microdiluciéon en caldo para determinar la concentracion inhibitoria
minima (CIM). Todos los AEs presentaron mayoria de compuestos mono y
sesquiterpénicos, excepto C. bonariensis. Los compuestos de los AEs de
Ch. ambrosioides, C. bonariensis, P. sagittalis, B. salicifolia, A. sellowiana, E.
uniflora y L. alba fueron activos sobre P. digitatum, pero solo el primero de
los aceites produjo igual efecto sobre G. citricarpa. C. bonariensis y B.
trimera presentaron capacidad anti-esporulante sobre G. citricarpa y P.
digitatum, respectivamente. La CIM determinada para el moho verde fue de
30, 60 y 500 ppm para los AEs de Ch. ambrosioides, C. bonariensis y O.
selloi, respectivamente. Estas especies podrian ser usadas para el biocontrol

de patdégenos de los citricos.

Palabras clave: citricos, antifiUngicos, aceites esenciales, Guignardia

citricarpa, Penicillium digitatum.
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Chemistry characterization and bioactivity of essential oils against
citrus pathogens
SUMMARY

The ability of essential oils (EOs) presenting antimicrobial activity was
evaluated in this work as an alternative to the use of synthetic agrochemicals.
The criterion was to select native plants producers of EOs, to identify their
chemical components and to assess the in vitro inhibitory capacity against
the fungi Guignardia citricarpa (black spot on citrus) and Penicillium digitatum
(green mold of postharvest fruits). The AEs were obtained by hydrodistillation
from Schinus molle, Achyrocline flaccida, Baccharis dracunculifolia,
Baccharis trimera, Conyza bonariensis, Pluchea sagittalis, Chenopodium
ambrosioides, Ocimum selloi, Blepharocalyx salicifolia, Acca sellowiana,
Eugenia uniflora, Psidium catleianum, Aloysia gratissima and Lippia alba.
The chemical composition of EOs was studied by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). In parallel, the inhibition of EOs on G. citricicarpa
was evaluated through the tests of volatile phase (TFV) and agar dilution
(TDA). For P. digitatum, in addition to TFV test, the bioautography technique
on thin layer chromatography (B/TLC) was used; while the broth microdilution
test was applied for determining the minimum inhibitory concentration (MIC).
All EOs compositions, except that for C. bonariensis, showed mono- and
sesquiterpenes as the main components. The EOs of Ch. ambrosioides, C.
bonariensis, P. sagittalis, B. salicifolia, A. sellowiana, E. uniflora and L. alba
showed fungicidal action on P. digitatum, but only the first presented effect
on G. citricarpa. C. bonariensis and B. trimeria EOs showed anti-sporulating
activity on G. citricarpa and P. digitatum, respectively. The MIC values
obtained for the green mold were 30, 60 and 500 ppm for Ch. ambrosioides,
C. bonariensis and O. selloi oils respectively. These species could be used
for biocontrol of pathogens of citrus.
Keywords: citrus fruits, antifungal, essential oils, Guignardia citricarpa,

Penicillium digitatum.



1. INTRODUCCION

Uruguay es un pais que presenta condiciones de clima y suelo para
producir fruta citrica de calidad y cuenta con una amplia trayectoria
exportadora de estos productos a mercados exigentes (Montes, 2012). Sin
embargo, la sustentabilidad de la citricultura uruguaya depende del volumen
y la calidad que se destine de la produccién a la exportacion, por lo cual es
fundamental que sea apoyado por un manejo fitosanitario acorde a las
reglamentaciones establecidas por los paises compradores (Caputi y
Montes, 2010). En este sentido, Penicillium digitatum (Pers.) Sacc., esta
presente en todos los paises productores de citricos y es la principal causa
del decaimiento en postcosecha (Franco y Bettiol, 2002). Por otro lado, la
importancia de Guignardia citricarpa Kiely radica en que esta incluido en la
lista de cuarentena de la Comunidad Europea (EPPO, 2013) y debido a su
largo periodo de latencia sus sintomas pueden aparecer en postcosecha
(Kotzé, 2000), pudiendo causar problemas en la exportacion de fruta citrica.

A nivel mundial, por muchos afos el control de enfermedades
postcosecha se ha basado en la aplicacion de fungicidas de sintesis. Sin
embargo, el uso prolongado y excesivo de estos fungicidas de ha provocado
la proliferaciéon de biotipos resistentes en las poblaciones de los patdégenos,
comprometiendo seriamente la eficacia de estos tratamientos (Palou et al.,
2008). Conjuntamente, la contaminacién ambiental y los riesgos para la
salud humana asociados a los residuos de los pesticidas han llevado a
regulaciones, restricciones o cancelaciones de estos productos. Los
mercados demandan cada vez mas, productos con niveles mas bajos de
residuos con el fin de satisfacer las exigencias de seguridad del consumidor
(Palou et al., 2008).

Por lo tanto, la busqueda de soluciones esta dirigida a métodos
alternativos no contaminantes, que no generen residuos peligrosos en las
frutas y respeten el medio ambiente. La naturaleza es un reservorio de

fungicidas naturales, siendo ejemplo las plantas medicinales y aromaticas,
1



cuyos compuestos activos podrian ser utilizados como una opcién mas
segura para la salud humana y el ambiente, que los agroquimicos de
sintesis (Talibi et al. 2014, Bakkali et al. 2008). En este trabajo se plantea
como hipoétesis que existen compuestos quimicos en las plantas nativas

capaces de ser utilizados para el control de patégenos de citricos.



1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Lacitricultura uruguaya como rubro exportador

La citricultura uruguaya es conocida y respetada a nivel mundial por los
buenos estandares de calidad y de cumplimiento comercial. Ha conseguido
mantener su fuerte insercion en los mercados internacionales en forma
sostenida, produciendo en contra-estacion al Hemisferio Norte (Caputi y
Montes, 2010). Actualmente, el sector citricola uruguayo se encuentra
estancado no so6lo en su capacidad de produccion sino también en las
cantidades exportadas (Figura 1.1). La disminucion de su potencial
productivo se puede explicar por la falta de aumento significativo en la
superficie total y superficie bajo riego, edad de las plantaciones, renovacién
del material genético, calidad y sanidad de plantas y manejo agronémico de
las plantaciones. El envejecimiento de los montes implica una baja
productividad comparada con la internacional (Caputi y Montes, 2010). Estas
condiciones determinan que el porcentaje de fruta exportable no supera el
50 % de la produccién total (MGAP/DIEA, 2013). Por lo tanto, el crecimiento
futuro de la citricultura dependerad de la introduccion de mejoras en la
produccion y sus posibilidades de insercibn en nuevos mercados,
respetando sus exigencias, ya que el consumo interno ha alcanzo su
maximo, a causa del bajo crecimiento demogréfico y del nivel de renta de los
uruguayos (Montes, 2012).

Como rubro exportador es imprescindible lograr una buena sanidad
para ser competitivo frente a los principales paises productores del mundo y
mantener un estatus fitosanitario libre de plagas cuarentenarias, controlando
potenciales amenazas sanitarias. Plantas de Optima calidad y con garantias
sanitarias son una “carta de presentacion” en los mercados, sefalando la
madurez y confiabilidad del pais. La citricultura nacional debe resolver estos
problemas a corto plazo para mantener abierto los mercados tradicionales
(Unién Europea) y los nuevos, como el de Estados Unidos, principalmente

en lo que se refiere a enfermedades cuarentenarias. El ingreso y
3



permanencia en estos mercados implica muchos afios de trabajo y puede

perderse el estatus en breve plazo (Caputi y Montes, 2010).
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Figura 1.1: Destino de la produccién de fruta citrica de Uruguay por afo
(MGAP/DIEA, 2013).

El principal destino de la produccion nacional de fruta fresca es la Union
Europea (Figura 1.2), en particular Holanda, Espafia e Inglaterra (Bruno,
2011), quienes demandan altas exigentes en calidad cosmética, sanitaria e

inocuidad.



Arabia Canada otros
Saudita 3% 3%
4% p

Brasil
8%
Rusia \
8% |
Union
Europea
\ 74%

Figura 1.2: Principales mercados de exportacion de fruta fresca citrica

uruguaya en el 2011 (Bruno, 2011).

El concepto de calidad actual que exige el mercado mundial, significa
lograr los requisitos estandar de cada variedad y la ausencia de residuos
toxicos, y ademas, que la tecnologia aplicada en la produccion proteja el
medio ambiente y al trabajador (Mondino et al., 2014). El reducido numero
de principios activos que puede utilizarse como fitosanitarios y con umbrales
cada vez mas bajos de los Limites Maximos de Residuos (LMR) indica que
en poco tiempo se ofrecerd a los consumidores productos practicamente
libres de residuos. Esta es una de las razones por lo cual la citricultura
nacional debera buscar manejos alternativos a los tradicionales, asegurando
la calidad, inocuidad y evitando riesgos de resistencia de los principales
hongos que afectan la fruta (Caputi y Montes, 2010). En esta area se han
desarrollado lineas de investigacion, cuyo principal objetivo fue dar una
rapida respuesta al control de las plagas y enfermedades que limitan el
ingreso a mercados, por ser cuarentenarias o que impacten negativamente

en la productividad del cultivo (Montes, 2012).



1.1.2. Problemas fitosanitarios en postcosecha

La principal causa de pérdidas econdémicas en la postcosecha es
producida por un numero reducido de hongos. Los ascomicetes y hongos
imperfectos causan las pudriciones postcosecha mas comunes e
importantes. Algunas enfermedades que se desarrollan en postcosecha
comienzan en el campo, permaneciendo latentes hasta la ocurrencia de
condiciones ambientales favorables al desarrollo del patégeno (Agrios,
2005). El control de estas enfermedades es clave para mantener la calidad,
especialmente cuando involucra extensos periodos de tiempo entre cosecha
y consumo final. Las enfermedades postcosecha de los citricos pueden
dividirse en las que producen las pudriciones clasicas y las que producen
manchas sobre la piel, afectando la estética del fruto y perjudicando su
comercializacién (Ferraz Laranjeira et al., 2005a).

En Uruguay, la fruta citrica para exportacion es sometida a distintos
manejos para minimizar el ataque de patdogenos y mantener la calidad
comercial en la postcosecha. En los montes citricolas, los productores
uruguayos, para evitar las enfermedades sobre la fruta realizan un manejo
integrado, siendo una de las herramientas utilizadas la aplicacion de
fungicidas (Pérez Faggiani y Alves 2011, Lado et al. 2010). En postcosecha,
el manejo de las enfermedades se basa principalmente en la utilizacién de
fungicidas quimicos de sintesis (Lado et al.,, 2011). Sin embargo, ciertas
enfermedades por las caracteristicas del patdégeno y de su ciclo, hacen dificil
su control pudiendo afectar la sustentabilidad de la citricultura como rubro
exportador. Los hongos, P. digitatum y G. citricarpa, son un ejemplo de esta
situacion. El primero, por su alta tasa de multiplicacion facilitando la
ocurrencia de biotipos resistentes a fungicidas (Brown y Eckert, 2000) y el
segundo, por el largo periodo de latencia que sufren los frutos asintomaticos
(Kotzé, 2000) y por estar en la lista de enfermedades cuarentenarias de la
European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO, 2013).



1.1.2.1. Penicillium digitatum

A nivel mundial, el moho verde causado por P. digitatum, es una de las
principales enfermedades de postcosecha en la industria de los citricos (Tao
et al. 2014, Sayago et al. 2012, Lado et al. 2011, Palou et al. 2008, Franco y
Bettiol 2002), pudiendo infectar la fruta en las plantaciones, durante el
transporte, empaque, almacenamiento y en la comercializacion (Palou et al.
2008, Brown y Eckert 2000). Junto al moho azul (Penicillium italicum
Wehmer) pueden ocasionar mas del 90 % del total de las pérdidas en
postcosecha si las condiciones climaticas son favorables para el desarrollo
de las enfermedades (Eckert y Eaks, 1989).

P. digitatum produce millones de esporas que son dispersadas por el
aire, contaminando los frutos en los arboles, en las plantas de empaques, en
las cAmaras de almacenamiento, contenedores e incluso en el mercado. Las
esporas infectan a los frutos que sufren heridas durante la cosecha y
postcosecha (Palou et al., 2008). Inicialmente los sintomas aparecen como
una mancha suavemente decolorada, blanda, acuosa, de hasta 1,2 cm de
diametro, que rapidamente aumenta hasta unos 2-4 cm de diametro en 24-
36 h a 24 °C, afectando las vesiculas del zumo. Inmediatamente un micelio
blanco cubre la superficie del fruto y comienza a producir esporas de color
verde oliva; posteriormente la pudricion avanza afectando todo el fruto
(Figura 1.3) (Brown y Eckert, 2000). El ciclo de produccion de esporas y la
infeccibn puede repetirse muchas veces durante un prolongado
almacenamiento. Esta capacidad prolifica de P. digitatum permite desarrollar
eventualmente cepas con resistencia a los fungicidas quimicos (Brown,
2003).



Figura 1.3: Sintomas del moho verde producida por P. digitatum y sus

estructuras reproductivas observado al microscopio optico (40 x).

Los factores de mayor incidencia para el desarrollo de la infeccion son
la ocurrencia de heridas en la piel del fruto y las temperaturas célidas (25-30
°C) siendo el hongo inactivo a temperaturas por debajo de 5 °C (Ferraz
Laranjeira et al., 2005a).

Para prevenir enfermedades postcosecha se debe realizar un manejo
cuidadoso, evitando heridas, contusiones y otras lesiones que podrian servir
de entrada al patdgeno (Pérez Faggiani et al. 2009, Agrios 2005). Las
medidas de control se basan en reducir la fuente de indculo inicial, procurar
un ambiente desfavorable al patdégeno o al desarrollo de los sintomas y
proteger los frutos. Estas medidas normalmente son realizadas en las
plantas de empaque, en las camaras de frio de almacenamiento y
contenedores refrigerados de los frutos (Ferraz Laranjeira et al., 2005b). Los
tratamientos quimicos previenen la infeccion y suprimen el desarrollo de los
patdégenos, pero la generacién de cepas fangicas resistentes a fungicidas
sistémicos es frecuente (Agrios, 2005).

El mercado internacional ha restringido el numero de productos
quimicos permitidos para el control de fitopatégenos y bajado sus limites de

residuos, como consecuencia de sus efectos potenciales sobre la salud, el



medio ambiente y el riesgo de provocar un incremento de las poblaciones de
patdégenos resistentes (Palou et al. 2008, Tripathi et al. 2004). A su vez, el
uso prolongado de algunos compuestos quimicos ha provocado la aparicion
de cepas resistentes, cuyo aumento es consecuencia de la intensa presion
de seleccion de los residuos de fungicidas en la fruta tratada (Holmes y
Eckert, 1995). Por ejemplo, en Uruguay, desde hace algunos afios en la
citricultura, se comenzé a detectar biotipos de P. digitatum resistentes a
diferentes fungicidas (Pérez Faggiani et al. 2009, Monteiro et al. 1997). Este
problema es frecuente en otros paises productores de citrus, como Brasil,
donde esté restringido el uso de los benzimidazoles por seleccién de cepas
resistentes de P. digitatum (Franco y Bettiol, 2002). En Marruecos, los
investigadores Boubaker et al. (2009) reportaron reducida eficacia de
imazalil y thiabendazol contra P. italicum y P. digitatum. Kinay et al. (2007)
caracterizaron aislamientos de P. digitatum, colectados en California (USA),
por su resistencia a los fungicidas imazalil, thiabendazol y pyrimethanil. En la
Estacion Experimental Mid-Columbia (Estado de Oregon, USA) se encontrd
que el nivel de propagulos de Penicillium spp. resistentes a benomil
aumentaba en los packing a lo largo del periodo de cosecha (Spotts y
Cervantes, 1986). Por todos estos problemas, es necesario desarrollar una
alternativa natural, segura y biodegradable, a los fungicidas (Tao et al.,
2014).

1.1.2.2. Guignardia citricarpa

La mancha negra de los citricos es una enfermedad causada por el
ascomicete G. citricarpa, anamorfo Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van der
Aa (Codigo EPPO: GUIGCI) (EPPO, 2009). El rango de hospederos de la
mancha negra abarca todas las especies de citrus comerciales y sus
hibridos, excepto al naranjo agrio (Citrus aurantium) y sus hibridos (Kotzé,
1981). El patégeno infecta los frutos y al follaje, pero su importancia radica
en el impacto economico que ocasionan las manchas en los frutos,

haciéndolos inadecuados para el mercado en fresco e imposibilitando su

9



comercializacion por estar incluido en la lista de cuarentena de Estados
Unidos y de la CEE (EPPO 2013, Ferraz Larangeira et al. 2005a).

Esta enfermedad ocurre en regiones subtropicales con veranos
lluviosos, encontrandose en varios paises, tales como Sudafrica, Kenia,
Nigeria, Mozambique, Zimbabwe, Australia, Filipinas, Indonesia, Taiwan,
China, Japo6n, Uruguay Argentina, Brasil, Pert, Venezuela, Cuba, y en el
estado de Florida (USA), entre otros (EPPO 2013, Kotzé 2000). Sin
embargo, la Comision de las Comunidades Europeas reconoce
determinadas paises o regiones exentas de la enfermedad, habilitandolos
para la exportacion de citricos a la Unidon Europea (Kyprianou, 2006). En
Uruguay este patdégeno es de escasa importancia, pero debe mantenerse a
niveles epidemiolégicos extremadamente bajos evitando su ingreso en
montes comerciales de exportacion, para no afectar la comercializacion de
fruta fresca (Pérez Faggiani y Alvez, 2011).

Los principales tipos de sintomas en la fruta son mancha dura o negra
(hard spot), mancha pecosa (sardenta, freckle), mancha virulenta (virulent
spot), falsa melanosis (speckled blotch) y mancha agrietada (mancha
trincada, cracked spot) (Figura 1.4) (EPPO, 2009; Ferraz Larangeira et al.,
2005a). Los sintomas son muy variados, pudiendo provocar confusion, por
sus caracteristicas y descripcion, con otras enfermedades (Kotzé, 2000).
Ademas, Guignardia mangiferae A.J. Roy, especie endofitica no patégena
de citrus, es a veces aislada de frutas citrica y frecuentemente se confunde
con G. citricarpa debido a su apariencia similar en las primeras fases de su
desarrollo (Baayen et al., 2002), pero pueden distinguirse por caracteristicas
morfologicas en determinados medios de cultivo o a través de identificacion
molecular (Hidalgo Gongora y Pérez Vicente 2010, EPPO 2009, Baldassari
et al. 2008, Baayen et al. 2002).

G. citricarpa se reproduce formando picnidiosporas en hojas y frutos, y
ascosporas exclusivamente en las hojarascas en descomposicion (Figura
1.5). Los conidios no se consideran una fuente importante de indculo, sélo

pudiendo llegar a los frutos susceptibles por salpicaduras de gotas de lluvia.
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Las ascosporas se forman en pseudotecios después de un periodo de
latencia (40 a 180 dias) y son la principal fuente de in6culo de hojas y frutos
(CABI 2014, Kotzé 2000). Ambos tipos de esporas causan infeccion en
frutos, hojas y ramitas jovenes, pero requieren condiciones de calor (21-32
°C) y humedad para infectar al hospedero. El periodo critico de infeccién
comienza en el cuajado de los frutos y dura de 4 a 5 meses. Cuando la
espora germina y penetra en la cuticula, forma una masa micelial
subcuticular, que puede permanecer en estado de latencia hasta por 12
meses (Ferraz Laranjeira et al., 2005a). Los sintomas pueden aparecer
cuando el fruto termina de desarrollarse y madura, en pre o postcosecha. No
se han encontrado ascocarpos en frutos, y los picnidiosporas no son
transportados por el aire, resultando poco probable de diseminarse la

enfermedad por transporte de fruta infectada (Kotzé, 2000).

Early Virulent Spot Early Virulent Spot Early Virulent Spot Early Virulent Spot
(freckle spot) (freckle spot) (freckle spot) [freckie spot)
Mancha virulenta Mancha virulenta Mancha virulenta Mancha virulenta
temprana (mancha pea) temprana {mancha pec) temprana (mancha peca) temprana (mancha peca)

Figura 1.4: Sintomas de mancha negra (Dewdney y Peres, 2010).
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Figura 1.5: Ciclo de la enfermedad mancha negra (Dewdney y Peres, 2010).

El manejo fitosanitario para controlar este patdgeno se basa
principalmente en productos quimicos de sintesis (Pérez Faggiani y Alves
2011, Kupper 2009, Kotzé 2000). ElI nimero de aplicaciones puede variar en
funcion de la cantidad de in6culo, condiciones ambientales, susceptibilidad
del cultivar, destino de la produccién y producto utilizado (Ferraz Larangeira
et al., 2005b). En precosecha los fungicidas para el control de la mancha
negra de los citricos deben ser elegidos cuidadosamente para minimizar
posible desarrollo de resistencia, pudiendo usarse productos cupricos,
ditiocarbamatos, benzimidazoles y estrobilurinas. Estas aplicaciones pueden
prevenir o dilatar la expresion de los sintomas en frutos con infeccion en
estado de quiescencia. Sin embargo, en postcosecha los productos fungicos
son generalmente menos efectivos previniendo la aparicion de sintomas
(CABI, 2014). Las infecciones latentes son especialmente dificiles de
controlar en frutos postcosecha, porque el patégeno reside en un estado de
quiescencia en los tejidos del hospedero (Wilson et al., 1997).
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Por otro lado, existen reportes de cepas de G. citricarpa resistentes a
diferentes agroquimicos, como lo informaron Herbert y Grech (1985) en
Sudéfrica, al reportar cepas resistentes a benomil. Rodrigues et al. (2007),
en Brasil, evaluaron la resistencia a los fungicidas carbendazim vy
piraclostrobin extrayendo cepas de G. citricarpa en frutos sintomaticos de
naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck) colectados en montes citricos en el
Estado de San Pablo, y hallaron aislamientos resistentes al primer fungicida.
También en Brasil (Curitiba) se encontré variacion en la sensibilidad a
azoxystrobin de los aislamientos y lo relacionaron con la variabilidad

genética de G. citricaspa (Possiede et al., 2009).

1.1.3. Compuestos bioactivos derivados de las plantas

En el desarrollo de estrategias para el control de enfermedades de las
plantas, mas seguras para la salud humana y respetuosas del medio
ambiente, se han propuesto varias alternativas potenciales (Talibi et al.,
2014).

De acuerdo a su naturaleza estas alternativas pueden dividirse en
(Palou et al., 2008):

- métodos de control fisicos

- métodos de control quimicos

- métodos de control bioldgicos.

El control biologico incluye tres estrategias (Talibi et al., 2014):

- Uso de microorganismos antagonistas

- aplicacion de compuestos bioactivos derivados de las plantas

- induccion de resistencia natural.

Las plantas en su estado silvestre evolucionaron generando productos
naturales biolégicamente activos, siendo ejemplo de ello las plantas
aromaticas y medicinales (Dixon, 2001). Estas plantas estan ampliamente
distribuidas en el mundo y en especial en las familias de las Alliaceas
(Liliaceae),  Anacardiaceas, Apiaceas (Umbeliferae),  Asteraceas

(Compuesitae), Chenopodiaceas, Euphorbiaceas, Fabaceas (Leguminosas),
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Lamiaceas (Labiadas), Malvaceas, Mirtaceas, Poaceas (Gramineas),
Rutaceas y Verbenaceas. Actualmente, existen multiples estudios sobre los
productos del metabolismo secundario de las plantas, extractos y aceites
esenciales (AEs) o sus compuestos, con resultados que abarcan
propiedades como antioxidante, anticancerigena, antimutagénico,
antiinflamatoria, bioreguladora, alelopatica, antimicrobiana e insecticida
(Tabassum y Vidyasagar 2013, Retta et al. 2012, Shaaban et al. 2012,
Sokovi¢ et al. 2012, Voon et al. 2012, Gatto et al. 2011, Manzano Satana et
al. 2011, Sanchez-Gonzélez et al. 2011, Stefanello et al. 2011, Antunes y
Cavaco 2010, Silva y Fernandes Junior 2010, Weston 2010, Alzate et al.
2009, Bakkali et al. 2008, Barrera Necha y Garcia Barrera 2008, Jardim et al.
2008, Marin et al, 2008, Abad et al. 2007, Kumar et al. 2007, Coelho de
Souza et al. 2004, Mesa Arango et al. 2004, Tripathi et al. 2004, Stashenko
et al. 2003, Daferera et al. 2000, Isman 2000, Cowan 1999, Pattnaik et al.
1997, Wilson et al. 1997, Caccioni y Guizzardi 1994, Dikshit et al. 1986).

Por otra parte, la apariciéon de cepas de hongos resistentes a varios
fungicidas reduce el numero disponible de productos quimicos y hace
necesario descubrir nuevas clases de compuestos que inhiban esos
mecanismos de resistencia. Los metabolitos secundarios producidos por las
plantas medicinales y arométicas, generalmente son conocidos por ser
biodegradables, presentan selectividad natural y baja toxicidad, afectando
s6lo a sus agresores y preservando los organismos Uutiles (Morais 2009a,
Tripathi et al. 2004). De todos los metabolitos, el grupo de los alcaloides y
aceites esenciales (AEs) contienen el mayor numero de sustancias
biol6gicamente activas (Atti dos Santos et al., 2010). Los resultados
favorables sobre la actividad antimicrobiana de los AEs, han mostrando un
alto potencial como alternativas de los antibiéticos y antifiingicos de sintesis
para el control de enfermedades (Antunes y Cavaco 2010, Abad et al. 2007).
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1.1.3.1. Aceites esenciales (AES)

Los AEs son producto del metabolismo secundario de las plantas,
constituidos por mezclas complejas de sustancias organicas aromaticas
volatiles mayormente hidrofébicas, obtenidas de diferentes érganos de las
plantas (De Souza Prestes et al. 2011, Antunes y Cavaco 2010, Bakkali et al.
2008). Tradicionalmente, los aceites se utilizan para la elaboracién de una
amplia gama de productos, como jabones, cosméticos, perfumes,
elaboracion de comidas y bebidas (Handa, 2008). Ademas de sus usos
convencionales estan siendo incorporados a la farmacéutica y a la
agricultura, por sus propiedades medicinales, antioxidantes, antimicrobianas,
insecticidas, acaricidas y nematicidas (Bakkali et al. 2008, Abad et al. 2007,
Mesa Arango et al. 2004, Isman 2000).

La obtencién del AE depende de factores como la parte de la planta
(hojas, raices, tallos), ubicacion (pelos, cavidades, canales, etc), manejo
postcosecha (en fresco o grado de secado, tamafno), del equipo
(dimensiones, materiales), factores operacionales (tiempo de extraccion,
temperatura, presion) y finalidad de lo obtenido (Dellacassa et al., 2004a). El
método mas utilizado es la destilacion. Cuando el proceso de destilacion se
realiza mediante la transferencia de calor y de presion del vapor del agua, el
proceso se denomina hidrodestilacion.

Existen tres tipos de hidrodestilacion:

- destilacion con el material sumergido en agua, vapor generado in situ

- destilacion con el material separado del agua, vapor generado in situ

- destilacion con vapor generado en forma exdgena (desde un
generador de vapor o caldera)

Los tres métodos siguen las mismas consideraciones teoricas, las
diferencias radican en los métodos de manipulaciéon del material y la
generacion del vapor de agua (Handa, 2008). En la destilacion con agua, o
simplemente llamado hidrodestilacion, el material vegetal esta directamente
en contacto con el agua, encontrandose inmerso en ella. Las ventajas de

este método de extraccion son baja inversion inicial, proceso simple, versatil
15



y flexible (Dellacassa et al. 2004a, Handa 2008). Para realizar pruebas
preliminares o a nivel de laboratorio, el equipo recomendado es el sistema
Clevenger modificado (Figura 1.6). Para fines analiticos este tipo de
destilacion es muy adecuado, debido a que permite la caracterizacion de los
AEs de las plantas aromaticas, especialmente tiempo de destilacién y
rendimiento. El tiempo total de destilacién es funcion de los componentes
presentes en cada aceite esencial, compuestos con alto punto de ebullicion

llevan mayor tiempo (Dellacassa et al., 2004a).

o

240

|
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— I
Figura 1.6: Equipo utilizado para la hidrodestilacién de aceites esenciales,
con trampa Clevenger, detalle del colector del destilador segin Farmacopea
Europea (medidas en mm) (Dellacassa et al., 2004a).

El valor econémico de los AEs esta relacionado con su composicion
quimica y su actividad biolégica, por lo cual es importante realizar un analisis
quimico (Stashenko et al., 2003). La Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (GC - MS) es una técnica que representa una
herramienta potente para separar, identificar y cuantificar componentes
volatiles y semivolatiies de mezclas complejas, ofrecen resoluciones
excelentes con alta sensibilidad y en un tiempo relativamente corto
(Gutiérrez y Droguet, 2002). Los AEs estan formados por compuestos cuya
estructura base es el isopreno (Cs), conocidos como terpenos (Cowan, 1999)
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y otros constituyentes aromaticos y alifaticos, todos caracterizados por bajo
peso molecular (Bakkali et al., 2008). Entre sus principales compuestos se
encuentran los monoterpenos (Cio) y sesquiterpenos (Cis) (Tabassum y
Vidyasagar, 2013). Los aceites se caracterizan por presentar una gran
variedad de componentes en concentraciones muy diversas, algunos
presentes en cantidades de trazas. En general, los componentes
mayoritarios determinan las propiedades biolégicas de los aceites (Bakkali et
al., 2008), pudiendo ser activos contra bacterias, hongos, virus vy
protozoarios (Cowan, 1999). En consecuencia, los compuestos volatiles con
accion fungicida podrian tener éxito controlando infecciones latentes bajo
formulaciones y aplicaciones apropiadas (Wilson et al., 1997).

Los AEs responsables de la accion antimicrobiana y sus compuestos
guimicos actuan sobre las proteinas de la membrana citoplasmatica (Silva y
Fernandes, 2010). Actualmente, se conoce que el grupo de terpenos (mono
y sesquiterpenos) actla interrumpiendo la membrana celular y algunos
sesquiterpenos destruyen la mitocondria de los hongos. La membrana
celular de los hongos contiene principalmente ergosterol, a diferencia de la
de los mamiferos que contienen colesterol. Los fitoesteroles son esenciales
para la membrana celular de los hongos y los farmacos antifingicos que
inhiben la biosintesis del ergosterol, interrumpen la integridad de dicha
membrana (Holm Freiesleben y Jager, 2014). Los AEs son mayoritariamente
lipofilicos, pudiendo pasar a través de la pared celular y de la membrana
citoplasmatica de los hongos e interrumpir la composicion estructural de

ésta, haciéndola mas permeable (Bakkali et al., 2008).

1.1.3.2. AEs bioactivos de plantas nativas

Las especies vegetales que se encuentran en estado silvestre,
mantienen una fuerte interaccion con el ambiente, influenciando Ila
composicion de los metabolitos secundarios de las plantas. El rendimiento,
la composicion quimica o el tenor del AE de una misma planta pueden variar

segun la edad de la planta, en las diferentes estaciones del afio, por el
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horario de cosecha y el manejo postcosecha (Stashenko 2010, Morais
2009b, Ciccié y Ocampo 2006). Estas alteraciones que ocurren en los
compuestos de los aceites pueden influenciar directamente la calidad y en
consecuencia los resultados de las pruebas biolégicas (Morais, 2009a).

Uruguay posee numerosas especies autoctonas, con antecedentes de
usos medicinales y con propiedades bioldgicas. En este sentido, desde hace
tiempo, se viene analizando la composicion quimica de los AEs o extractos
de varias plantas nativas, con diferentes objetivos (Chalannavar et al., 2013,
Weston 2012, Diaz Dellavalle et al., 2011, Manzano Santana et al., 2011,
Morais y Casthana 2011, Stefanello et al., 2011, Barneche et al., 2010,
Stashenko 2010, Viturro et al., 2010, Agostini et al., 2009, Retta et al., 2009,
Alonso et al., 2008, Bertucci et al., 2008, Marin et al., 2008, Castarieda et al.,
2007, Ciccio y Ocampo 2006, Juliani et al., 2004, Dellacassa et al., 2004b,
Stashenko et al., 2003, Torres et al., 2002, Ricciardi et al., 1999, Soler et al.,
1986).

En los ultimos afios se ha intensificado a nivel regional la evaluacion de
su actividad antimicrobiana. Encontrandose reportes con actividad
antifingica de AEs de Chenopodium ambrosioides (Jaramillo et al. 2012,
Jardim et al. 2008), Schinus molle (Dickshit et al., 1986), Baccharis
dracunculifolia, Blepharocalyx salicifolia, Conyza bonariensis, Baccharis
trimera (Picoli et al., 2007) entre otros (Atti dos Santos et al. 2010, Zapata et
al. 2010, Kumar et al. 2007). También se ha evaluado el efecto
antibacteriano de AEs de algunas plantas nativas, entre las cuales se
encuentran Eugenia uniflora, Ocimum selloi, Pluchea sagitalis, Psidium
cattleianum, Conyza bonariensis, Lippia alba, Baccharis dracunculifoila (De
Souza Prestes et al., 2011, Nascimento et al., 2011, Antunes y Cavaco 2010,
Barneche et al., 2010, Brun y Mossi 2010, Silva y Fernandes Junior 2010).

Aunque, se ha ampliado el conocimiento sobre las propiedades de los
metabolitos secundarios de las plantas, aln hoy existen escasos o ningun
reporte sobre la bioactividad de los AEs de plantas autéctonas sobre P.

digitatum o G. citricarpa. Entre los pocos trabajos que involucran a uno u otro
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de estos patdégenos con especies vegetales nativas de Uruguay, se
encuentran De Souza et al. (2005) y Montes Belmont et al. (2000). Los
primeros autores reportaron que los AEs de E. uniflora y de L. alba probados
contra P. digitatum, utilizando la metodologia de discos de difusion, sélo L.
alba presento resultados positivos. Mientras, Montes Belmont et al. (2000),
gue evaluaron 206 especies vegetales contra 26 especies de hongos, entre
ellos Penicillium spp, encontraron que este hongo presentaba dependencia
de factores exdégenos para la germinacion de sus esporas resultando que los
extractos vegetales de las plantas S. molle y Baccharis salicifolia
estimulaban su crecimiento.

Desde hace dos décadas, en Uruguay, se vienen desarrollando
diferentes lineas de investigacion en el control biol6gico de enfermedades de
las plantas (Mondino et al., 2014). La utilizacién de control biolégico en la
postcosecha seria posible debido a determinadas caracteristicas que
facilitan su aplicaciébn, como ser ambiente confinado y controlado, y la

adaptacion de los equipos existentes a bajos costos (Mondino y Vero, 2006).
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento sobre la composicion quimica y actividad

biolégica de AEs de plantas autéctonas.

1.2.2. Objetivos especificos

Se plantearon los siguientes objetivos especificos:

o Seleccionar plantas nativas por su capacidad de producir AEs.

o Identificar los principales compuestos quimicos de cada aceite.

o Evaluar la actividad antifungica in vitro de cada AE frente a Guignardia
citicarpa y Penicillium digitatum.

o Determinar si los aceites presentan compuestos biologicamente activos

utilizando la metodologia que mejor se adecue a cada patégeno.
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Abstract

The aim of this study was to identify the chemical compounds of
essential oils extracted from Uruguayan native plants and to evaluate their
effect in vitro against Guignardia citricarpa (Kiely), a fungal pathogen of
citrus. The selected plants were Schinus molle, Achyrocline flaccida,
Baccharis dracunculifolia, Baccharis trimera, Conyza bonariensis, Pluchea
sagitalis, Chenopodium ambrosioides, Ocimum selloi, Blepharocalyx
salicifolia, Acca sellowiana, Eugenia uniflora, Psidium cattleianum, Aloysia
grattisima and Lippia alba. The essential oils were obtained by
hydrodistillation and the chemical composition analysis was carried out using
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The inhibition percentage
of the essential oils against G. citricarpa was evaluated using agar dilution
and volatile phase tests, with a concentration of 1000 ppm. In the volatile
phase test, the essential oil of Ch. ambrosioides inhibited fungal growth
completely (100 %), thus presenting a fungicidal effect. The essential oils of
L. alba, B. salicifolia, P. sagitalis, B. trimera, A. grattisima and A. sellowiana
delayed fungal growth, showing high inhibition during 10 to 15 days and
hence presenting a fungistatic effect. The effect of O. selloi, A. sellowiana, E.
uniflora and B. trimera essential oils was evaluated using the direct contact
technique, inhibitory percentages higher than 70 % were obtained during the
first 10 days. The essential oil of C. bonariensis inhibited fungal reproduction
completely (100 %). The antifungal activity of Ch. ambrosioides and the anti-

sporulating activity of C. bonariensis show great potential in citrus black spot

22



management, avoiding the development of the pathogen and preventing

disease spread.

Highlights

-Essential oils from Uruguayan native plants resulted useful for citrus black
spot biocontrol.

-The inhibition was greater than 70 % for 15 days for L. alba, B. salicifolia, P.
sagittalis, B. trimera and A. grattisima oils in the volatile phase, and for O.
selloi and A. sellowiana oils when in contact with Guignardia citricarpa.

-The essential oil of Ch. ambrosioides showed a volatile phase fungicidal

effect.

Keywords: Phyllosticta citricarpa, biofungicides, iso-ascaridol, linalool, 1,8-

cineol.

Abbreviations: EO, essential oil; GC-MS, gas chromatography-mass

spectrometry.
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2.1. INTRODUCTION

Citrus black spot, caused by Guignardia citricarpa Kiely, is considered a
quarantine disease for the European market in the export of fresh fruit
(EPPO, 2013, 2009). In favorable conditions the susceptible organs are
infected, but the disease remains latent for a long period of time and
symptoms may appear during the latter stages of the fruit’s development or in
postharvest (Kotzé, 2000). The control of citrus black spot is based on a
series of strategies, among which the use of fungicides is the main method
for pre and postharvest control (Fialho et al., 2010; Kotzé, 2000). However,
fungicides present difficulties in disease control, due to an increase in
resistant pathogen strains (Possiede et al., 2009). Consumers are
increasingly demanding products free of chemicals, because of their potential
effect on health and the environment (Morais, 2009a). Consequently,
alternative disease control methods are starting to be considered (Fialho et
al., 2010).

Plants synthesize secondary metabolites that they use for self-
protection. These substances present natural selectiveness, low toxicity and
are biodegradable (Antunes and Cavaco, 2010). Essential oils (EOs) are
bioactive secondary metabolites, EOs are complex mixtures of volatile
compounds produced in specialized plant organs (Tabassum and
Vidyasagar, 2013; Morais, 2009a). There are studies indicating that certain
EOs present antimicrobial, anti-inflammatory, anti-carcinogenic, antioxidant

activities, stimulate the immune system and are generally recognized as safe
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for the environment and human health (Hyldgaard et al., 2012; Adorjan and
Buchbauer, 2010; Barbosa et al., 2008; Edris, 2007). EOs may become a
good alternative to chemically synthesized fungicides, enabling the
development of new selective and natural products for the treatment of
pathogens (Tabassum and Vidyasagar 2013, Shaaban et al., 2012; Voon et
al., 2012; Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Antunes and Cavaco, 2010;
Bakkali et al., 2008; Abad et al., 2007).

Uruguay’s native flora has numerous species that contain EOs which
already have a history of medicinal use (Alonso et al., 2008; Davies, 2004;
Arrillaga de Maffei, 1969). The antifungal activity of EOs has started to be
evaluated in the region (Jaramillo et al., 2012; Manzano Santana et al., 2011;
Nascimento et al., 2011; Atti dos Santos et al., 2010; Brun and Mossi, 2010;
Stachenko, 2010; Viturro et al., 2010; Marin et al. 2008; Castafieda et al.,
2007), but its composition and quality may vary since it is associated with
weather, soil, seasonal, harvest age and phenological state, oil obtention
method and other factors (Cicci6 and Ocampo, 2010; Viturro et al., 2010;
Morais, 2009b).

The bioactivity of the essential oils depends on their complex chemical
composition, since some of the compounds do not have antimicrobial effect
when applied separately but they do act in synergy with other compounds
(De Souza et al.,, 2005). The biological activity of EOs on a number of
important pests and plant fungal pathogens is a consequence of either their

fumigant effect or effect by contact (Antunes and Cavaco, 2010).
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The objective of the present study was identify the main chemical
components and evaluate in vitro antifungal activity of each EO towards
Guignardia citicarpa, either by contact or using the inhibitory action of the

volatile compounds.

2.2. MATERIALS AND METHODS

2.2.1. Plant material

The selection criterion for Uruguayan native plants was based on their
background as essential oil producers and their history of medicinal use
(Table 1). The collection of materials was done in the vicinity of Salto,
Uruguay (31°22’'S 57°56’0). The species were identified by the Céatedra de
Botanica de la Facultad de Agronomia, Regional Norte Salto, Universidad de
la Republica (Udelar). From a total of 28 initial plant species, a selection was
carried out according to their EO production vyields, availability of plant
material and their history of antimicrobial activity. A sample of each species
was deposited in the herbarium of the “Prof. Atilio Lombardo” Botanical
Gardens museum, Montevideo, identified with the following catalogue
numbers: S. molle MVJIB 29177, A. flaccida MVJB 29178, B. dracunculifolia
MVJB 28912, B. trimera MVJB 29179, C. bonariensis MVJB 29762, P.
sagittalis MVJB 29176, Ch. ambrosioides MVJB 29161, O. selloi MVJB
29175, B. salicifolia MVJB 29159, A. sellowiana MVJB 29160 E. uniflora
MVJIB 29158, P. cattleianum MVJB 29157, A. gratissima MVJB 28914, L.

alba MVJB 29180.
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Table 1. Background of medicinal use and/or biological activity of the

selected plant species.

Botanical familv Plant species Common Medicinal use and  Citation
y P name biological activity *
antirheumatic, healing, 123
Anacardiaceae Schinus molle L. anacahuita  antiseptic, antifungal, 4 5
anti-inflammatory ’
digestive, analgesic,
Achyrocline flaccida antispasmodic, sedative,
(Weinm) DC marcela cholagogic, antiasthmatic, 2,3
antimicrobial
Baccharis chilca antibiotic, antifungal, >
dracunculifolia DC blanca malaria inhibitor
— antispasmodic, digestive,
Astereaceae BLacchaBSCtrlmera carqueja anthelmintic, antibiotic, L 3 ®
(Less) antifungal
. . hepatoprotective, diuretic,
&o)nézrgnbour:;rlenss cayr?}:(t:):ra antiseptic, antimycotic, 1,3,8
) q antiulcer, antiinflammatory
w1 stomachic, antioxidant
(P:;;:nh)e%:z?g::lls I{Jirebrz sedative, anti-inflammatory 1, 3, 9
) febrifuge, antimicrobial
. anthelmintic, anti-pyretic,
Chenopodiaceae Ch(ke)nop_o%luml_ paico antiasthmatic, antisnake ; 12
ambrosioides L. venom, antifungal !
. Ocimum selloi albahara 2nt-inflammatory, healing, 4 -,
Lamiaceae Benth de campo emmenagogue, antiseptic, 9 ’ 1’
: P anthelmintic, antibacterial !
Blepharocalyx arravan astringent, dysentery, 1,2,
salicifolia Berg y antidiarrheal, antifungal 7,1
Acca sellowiana guayabo medicinal, antibacterial 1,12,
(Berg) Burret del pais antioxidant, antifungal 13
A
Eugenia uniflora L. pitanga emollient, antioxidant 34 1125
antimicrobial '
Psidium cattleianum arazé urinary diseases, 9,12,
Sab. var.cattleianum antibacterial, antioxidant 15
Aloysia gratissima cedrén anti-cold, stomachic, 19
Verbenaceae (Gillies/Hook) Tronc  del monte antinervous ’
Lippia alba salvia digestive, antispasmodic 2, 3,
(Mill.) N.E.Br. trepadora  expectorant, antifungal 5,16

*1: Arrillaga de Maffei, 1997, 1969; 2: Davies, 2004; 3: Alonso et al., 2008; 4: Atti dos Santos
et al., 2010, Viturro et al., 2010; 5: Diaz Dellavalle et al., 2011; 6: Vivot Lupi et al., 2009; 7:
Manzano Santana et al., 2011,8: Zapata et al., 2010; 9: Coelho de Souza et al., 2004; 10:
Jaramillo et al., 2012, Jardim et al., 2008; 11: Nascimento et al,. 2011; 12: Stefanello et al.,
2011; 13: Saj et al., 2008, Weston, 2010; 14: Brun and Mossi, 2010; 15: De Souza Prestes
et al., 2011, Marin et al. 2008; 16: Stashenko, 2010, Stashenko et al., 2003.
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Table 2. Species selected for essential oil extraction, sample location and

phenological stage at the moment of harvest of plant material.

. Common . . Phenol.
Plant species Location of samples b
name stage
. . ex-route 3, Cno. El Terrible .
Schinus molle L. Anacahuita (31°16' S 57°54’ O) fruit.
Achyrocline flaccida Marcela Route 31 km 19 flower
(Weinm) DC amarilla (31°22' S 57°44’ O) '
Baccharis Chilca Arenitas blancas flower
dracunculifolia DC blanca (31°25’S 57°59’ Q) '
Baccharis trimera Carqueia EEFAS — potrero 42 flower
(Less.) DC quel (31°23' S 57°43' 0) :
Conyza bonariensis Yerba EEFAS - Citricultura flower
(L.) Cronquist carnicera (31°23 S 57°43' 0) '
Pluchea sagittalis Yerba Cost. N Pq. José Luis flower
(Lam.) Cabrera lucera (31°19' S 57°58' O) '
Chenopodium Paico Ruta 31 km12, Bo.Albizu flower
ambrosioides L. macho (31°23’ S 57°48’ O) :
Ocimum selloi Albahaca EEFAS — potrero 9 flower
Benth. de campo (31°23' S 57°42’ O) '
Blepharocalyx Arravan EEFAS — Park flower
salicifolia Berg y (31°23' S 57°42' 0) :
Acca sellowiana Guayabo EEFAS — Native plants fruit
(Berg) Burret del pais (31°22' S 57°42’ O) '
Eugenia uniflora L Pitanga EEFAS — Native plants ve
g ’ negra (31°23' S 57°42’ O) 9-
Psidium cattleianum Arazé 1oio EEFAS — Native plants fruit
Sab 19 (31°23' 5 57°42' 0) :
Aloysia gratissima Cedrén del  Ex-routr 3 Cno El Terrible flower
(Gillies & Hook) Tronc monte (31°16’ S 57°53’ O) '
Lippia alba Salvia City of Salto flower
(Mill.) N.E.Br. trepadora (31°23 S 57°57’ O) '

#Cno.= camino; EEFAS: Estacion Experimental de la Facultad de Agronomia en Salto, route 31
km 21,5; Cost. N Pqg.= costanera Norte Park; Bo.= Neighborhood; (coordinates) = georeference

of the plants used.

b Phenological stages: flower.= flowering, fruit.= fruiting, veg.= vegetative.
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Plant material was aerated under shaded conditions. Drying times
varied according to plant tissue or organ where the essential oil is produced

or stored (Handa, 2008).

2.2.2. Essential oil extraction

The organs of the plants used for essential oil extraction were:
separated leaves (L) and whole fruits (Fr) of S. molle; the flowers of
Achyrocline flaccida; the leaves and flowers of B. dracunculifolia, B. trimera,
C. bonariensis and P. sagitalis, Ch. ambrosioides, O. selloi, A. grattisima and
L. alba; and the leaves of B. salicifolia, A. sellowiana, E. uniflora and P.
cattleianum. The extraction system wused was a Clevenger like
hydrodistillation (Dellacassa et al., 2004). Plant material was ground, except
for the fruits, and weighed before distillation. The extraction time was
measured for each sample as the period from when the first drops of oil were
extracted until the accumulated volume of essential oil ceased to vary. The
samples were representative of the species and its geographical area of
distribution, and were chosen in order to be representative of the same
pedoclimatic and collection conditions; the extraction conditions were also
identical for all samples. Therefore, the influence of environmental and
technical parameters on the chemical composition of the essential oil was
avoided. The yield of the distilled sample is expressed in percent (v/w),
calculated according to the formula R (%) = (V / M) * 100, where V: EO

volume (ml), M: mass of the plant material (g). The EOs were stored in
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amber colored glass bottles until they were used in the chemical analyses

and bioassays.

2.2.3. GC-MS analysis

GC-MS analyses were carried out using a Shimadzu QP 5050
apparatus which was equipped with MS reference libraries (Adams, 2001;
McLafferty and Stauffer, 1991). Analyses were carried out a Mega SE-52
cross-linked fused-silica capillary column (25 m x 0.25 mm i.d.) coated with
5% phenyl-polymethylsiloxane (0.25 pm phase thickness). The oven
temperature programme was 60 °C for 8 min, rising to 180 °C at 3 °C/min,
then to 230 °C at 20 °C/min; the injector temperature was 250 °C; the carrier
gas was helium at 122.2 kPa (51.6 cm/s); the injection mode was split with a
split ratio of 1:40; the sample volume injected was 0.2 uL; the interface
temperature 250 °C; and the acquisition mass range was 40—-400 m/z. The oll
components were identified by comparison of their linear retention indices
(LRIs) on the two columns (determined in relation to a homologous series of
nalkanes) with those of pure standards or as reported in the literature
(Kovats, 1958). Comparison of fragmentation patterns in the MS with those
stored on the GC-MS databases (Adams, 2001; McLafferty and Stauffer,
1991) was also performed. The percentages of each component were
reported as raw percentages without standardization. Repeatability of the
measuring system showed variation coefficients under 5 % for all the

components reported.
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2.2.4. Plant pathogen

G. citricarpa isolated from Valencia orange (Citrus sinensis) fruits was
used. The fruits presented a hard spot with pycnidia, a typical symptom of the
disease. lIts identity was confirmed through morphological, cultural and
biological characterization of G. citricarpa, in Oatmeal Agar (OA) medium and
Potato Dextrose Agar (PDA) commercial medium (Difco®, France) (Hidalgo
Goéngora and Pérez Vicente, 2010; EPPO, 2009; Baayen et al.,, 2002). A
yellow pigment was produced by G. citricarpa on OA and diameter growth of
the colony on PDA was less than 25 mm in seven days. The fungus was kept
in Petri dishes with PDA culture medium in an incubator at 25 °C in darkness.

Subcultures were made 15 days before the assays.

2.2.5. Bioassays

Of all the assays used to identify antimicrobial substances, the tests
that best adapted to G. citricarpa were selected. Since the pathogen has
slow mycelial growth, volatile phase tests were carried out, evaluating the
volatile compounds of EOs, and the dilution agar method, measuring the
effects by contact. Since only one concentration was used (1000 ppm,
corresponding to 1000 mg/mL air volume), the oils were characterized
qualitatively.

Each Petri dish (85 mm diameter) was divided en four equal quadrants
by drawing two perpendicular lines through the center of the base of the dish.
The antifungal activity of the oils was evaluated as an inhibition percentage of

the mycelial growth, using the following formula:
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Inhibition (%) = [(dC — dT)/dC] x 100; where dC is the average diameter
of the control colony and dT is the diameter of the treated colony.

Once the tests were finished, if total (100 %) fungal growth inhibition
was observed, then viability of the pathogen was tested. To do this, discs
from the treatment dishes were transferred to Petri dishes with PDA culture
medium with no growth inhibitors and were incubated at 25 °C in darkness
during 72 h. When fungal sporulation inhibitory effect was observed, the
effect was evaluated by counting the spores produced in presence and
absence of the essential oil in the following manner: 6 mm discs of the
mycelium were removed from the four quadrants of the Petri dishes and put
into Eppendorf tubes with a suspension of 500 pL sterile distilled water with
Triton (0.02 %) and were shaken for two minutes (Thermolyne, lowa, USA).
The spores were counted using a Neubauer chamber, this observation was

repeated four times for every disc the mycelium.

2.2.5.1. Volatile Phase Test

The bioactivity of essential oil volatile compounds was evaluated using
the volatile phase test (VFT) (Pauli and Schilcher, 2007). A 6 mm diameter
disc of G. citricarpa mycelium from 15 day old colonies was placed in the
center of each Petri dish containing 15 mL of sterile PDA culture medium. A
sterile microscope slide was placed on the internal side of the dish cover and
85 uL of pure essential oil were pipetted on to it, corresponding to a
concentration of 1000 ppm (0.1 %). The same procedure was carried out for

the control treatment, without pipetting the essential olil.
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The Petri dishes were immediately sealed with Parafilm and incubated
upside down at 25 °C in darkness. The assay was done in triplicate and
repeated twice. The colony growth diameters were measured every 5 days

during a total of 40 days.

2.2.5.2. Agar Dilution Test

The essential oil’s direct contact inhibitory effect on G. citricarpa growth
was evaluated using the agar dilution test (Poisoned Food Technique, PFT,
Rahman et al., 2011; adapted from Grover and Moore (1962)). For this
assay, a 15 mL mixture of PDA culture medium and EO mixed with dimethyl
sulfoxide (DMSO) (9:1, v/v) at a 1000 ppm concentration was put into each
Petri dish. The same procedure was carried out for the control treatment,
without mixing EO into the culture medium. Once the medium solidified, a 6
mm disc of the fungus was put into the dish; 15 day old colonies were used.
The Petri dishes were immediately sealed with Parafilm and incubated at 25
°C in darkness. The diameters of the colonies were measured every 5 days
until no more growth was observed in the control treatment. The bioassays

were done in triplicate and repeated twice.

2.2.6. Statistical analyses

The experimental design for the volatile phase test and the agar dilution
method was a Randomized Complete Block (RCB), a block was considered
as the moment in which the assay was repeated. Two analyses of variance

(ANOVA) were done for each test, one analysis for the results obtained from
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mycelial growth and the other from the inhibition percentage. The Tukey’'s
range test was used (p<0.05) to separate the mean diameters of mycelial
growth and for the inhibition percentage of the treatments in each
measurement, in cases where the value was negative (mycelial growth
diameter larger than the control treatment) the value was considered to be
zero. The analyses were carried out using the GLM procedure of SAS

program (Stat Analysis System Institute Inc., 2008).

2.3. RESULTS

2.3.1. Essential oil vields

Essential oils extracted by hydrodistillation presented a broad range of
yields (Table 3), only 0.05 % (v/w) was obtained using A. sellowiana leaves
and 1 % (v/w) was obtained using S. molle, Ch. Ambrosioides, O. selloi and
L. alba leaves. EO extraction times varied from 0:30 to 4:00 h, S. molle and
L. alba were the ones that presented the lowest extraction times and the

highest extraction time was with S. molle whole fruits.

34



Table 3. Species and organs used, amount of material and distillation time,
yield of EOs and N ° of total distillations (HD.

Plant species Organ ? Amoqnt of Time EOvyield N°

used material (g) (h) (%) HD

Leaf 180 0:30-045 1,0-1,3 4
Schinus molle

Fruit 400-500 3:00-4:00 0,2-05 4
Achyrocline flaccida Flower 150 1:00 0,5 8
Baccharis dracunculifolia L and f 150 2:00 — 2:30 0,7 6
Baccharis trimera Landf 150 - 180 1:00 1,6 4
Conyza bonariensis Landf 150 1:30 — 1:45 0,5 6
Pluchea sagittalis Landf 120-150 0:45 0,2-0,6 12
g;i?ggg%gr: Landf 150-200 045-1:00 09-1,6 5
Ocimum selloi L and f 100-120 1:00-130 1,0-15 8
Blepharocalyx salicifolia Leaf 75-120 1.00-130 0,7-0,9 13
Acca sellowiana Leaf 150 - 250 1:30 0,05-0,09 34
Eugenia uniflora Leaf 150 - 200 1:30 0,5 10
Psidium cattleianum Leaf 200 — 250 1:30 0,18 12
Aloysia gratissima L and f 150-200 1:00-130 05-0,7 8
Lippia alba L and f 100 0:40-1:00 2,1-2,6 3

%L and f: leaf and flowers used together.

2.3.2. Chemical composition of essential oils

The chemical analysis of EOs using the GC-MS technique resulted in
the identification of the compounds presented on Table 4. This table shows
compound family distribution, using the 15 main constituents, expressed as a
percentage of the total. All essential oils presented a high proportion of

terpenic compounds, except for C. bonariensis.
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Table 4. Classification of essential oils of the plants studied according to their
distribution by compound family.

Distribution (%) of compounds per family b

Plant species * MH MO MT SH so sT o o
identified
Schinus molle L 52 0 52 3 2 37 O 90
Schinus molle Fr 61 25 86 6 0 6 0 92
Achyrocline flaccida 68 1 69 20 0O 20 1 90
Baccharis dracunculifolia 32 1 33 19 19 38 O 71
Baccharis trimera 14 48 62 16 10 26 1 89
Conyza bonariensis 17 0 17 5 4 10 60 87
Pluchea sagittalis 16 38 54 2 9 11 3 69
2:1%?222?(;2? 27 49 76 0 0 0 0 76
Ocimum selloi 28 12 39 39 0 39 18 97
Blepharocalyx salicifolia 34 53 87 3 1 3 O 90
Acca sellowiana 1 18 19 18 14 32 20 70
Eugenia uniflora 1 O 1 18 55 73 O 74
Psidium cattleianum 29 5 3 22 14 35 4 74
Aloysia gratissima 14 6 20 23 3 27 8 54
Lippia alba 1 84 84 9 0O 9 0 93

L: essential oil extrated from leaves, Fr: essential oils extracted from fruits.

MH: Monoterpene hydrocarbons, MO: Oxygenated monoterpenes, MT: Total
monoterpenes, SH: Sesquiterpenes hydrocarbons, SO: Oxygenated sesquiterpenes, ST:
Total sesquiterpenes, O: other compounds, Total: total percentage of the 15 compounds with
the most relative abundance in each essential oil.
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Essential oils from S. molle (L and Fr), A. flaccida, B. trimera, P.
sagittalis, Ch. ambrosioides, B. salicifolia and L. alba were composed mainly
of monoterpenes. However, the first three essential oils had a large
percentage of monoterpene hydrocarbons (limonene and a-pinene) and the
rest presented mostly oxygenated monoterpenes (carquejyl acetate, linalool,
ascaridol, 1.8-cineole). On the other hand, E. uniflora essential oil presented
a high concentration of sesquiterpenes, especially oxygenated
sesquiterpenes (germacrone, curzerene, espatulenol). The essential oils of
B. dracunculifolia, O. selloi, P. cattleianum and A. gratissima presented a
balanced distribution of mono and sesquiterpenes, but they can be grouped
as having a majority of terpenic hydrocarbons.

Table 5 details the six main compounds of every EO. High levels of
linalool (66.8 %, L. alba), of methyl (Z)-dec-2-en-4,6-dinoate (59.5 %, C.
bonariensis), of carquejyl acetate (47.8 % B. trimera) and of a-pinene (53.7
%, A. flaccida) stood out. Limonene, mircene, o- and B-pinene and (E)-
caryophyllene were found in most of the studied species (11 out of 15).
These compounds were considered majority compounds in most of the EOs
such as S. molle H, S. molle Fr, A. flaccida, B. dracunculifolia and P.

cattleianum.

37



Table 5. Six main chemical compounds from each essential oil analysed

presenting the highest percentages.

Plant .
material main compounds percentage
a-pinene limonene B-pinene a-murolol y-cadinene allo-
S. molle H p ) . i aromaden-
(19.2) (16.6) (15.5) (12.0) (8.1) drene (8.0)
S. molle Fr limonene terpinen-4-ol sabinene a-pinene y-terpinene  a-terpinene
' (24.8) (20.7) (10.8) (7.4) (5.6) (4.0)
A. flaccida a-pinene (E)-caryophylle  limonene a-humulene 2)- B- B-pinene
' (53.7) ne (13.5) (6.1) (4.4) ocimene (4.1) (2.4)
B. B-pinene limonene  (E)- nerolidol  espatulenol a-pinene viridiflorol
dracunculifolia (11.8) (11.5) (9.9) (9.8) (7.5) (7.1)
B. trimera Carquejyl B-pinene palustrol B-felandrene (E)- B- viridiflorol
' acetate (47.8) (9.2) (7.3) (6.2) ocimene (4.0) (3.9
methyl (Z)-dec- . (2)-B- .
C. bonariensis 2-en-4,6- limonene farnesene espatulenol B-car_yophyllene B-pinene
dinoate (59.5) (12.6) 2.3) (2.1) oxide (1.9) (1.7)
P saqittalis 1,8-cineole B-pinene espatulenol a-terpineol terpinen- sabinene
-sag (27.4) (7.8) (6.4) (4.6) 4-0l (3.8) (3.8)
. . . E)-p-menta-  (2)-p-menta- (E)-p-menta-
Ch. ascaridol o-terpinene limonene ( : : :
- 2,8-dien-  1(7),8-dien-2-ol 1(7),8-dien-2-
ambrosioides (24.8) (10.7) (10.0) 1-0l (7.7) (5.0) ol (4.9)
. . . . . (E)-
. (2)-B-ocimene metil eugenol  elemecine 1,8-cineol biciclogermac
0. selloi (23.1) (18.2) (17.2) (10.8) rene (6.8)  cayophvlie
ne (6.1)
S linalool 1.8-cineol a-pinene B-pinene y-terpinene terpinen-
B. salicifolia (26.1) (22.0) (14.0) (6.6) (3.9) 4-0l (3.8)
i 2)-y- :
. linalool 3-octanone  espatulenol . ( a-cadinene B-elemene
A. sellowiana (14.7) (14.5) (13.3) blsrzlgc;l)ene (3.6) (3.5)
E uniflora germacrone curzerene espatulenol germacrene B germacrene D &-cadinene
) (27.5) (12.9) (7.8) (7.2) (4.5) (2.6)
P cattleianum (E)-cariofilene  a-pinene 0((:izr21-£r-1e caryopt;yllene linalool mircene
(16.4) (10.1) (6.4) 6.1) (5.4) (4.6)
sabinene a-chamingre acetate (Z)- ermacrene D (2)- espatulenol
A. gratissima (8.4) ne (7 5? crisantenilo 9 (5.1) crisantenol p(3 4)
’ ’ (5.6) ’ (5.0 ’
. (E)- (2)- "
L. alba nalodldinyarocar-  dinyrocar- 99Macrene B 1.Ecineol  germacrene
) vone 8.6) vone (5.2) ’ ' )
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2.3.3. Bioassays

2.3.3.1. Volatile Phase Test

In order to simplify the interpretation of the results obtained from
essential oil effect on G. citricarpa, they were separated arbitrarily into three
groups according to the statistical analysis: EOs with high inhibition were
grouped together, the ones with low inhibition were grouped in a second
group and finally the rest were put in a third group. Five days after evaluation,
the group with high inhibitory effect (equivalent to 100 %) included the EOs of
Ch. ambrosioides, L. alba, B. salicifolia, P. sagittalis, B. trimera, A. gratissima
and A. sellowiana. The group with low inhibitory effect was comprised by
EOs of O. selloi, P. cattleianum, A. flaccida and E. uniflora, and the rest of
the EOs were grouped together in an intermediate inhibition group (Table 6).

The inhibitory effect of the oils of four of the superior group (A.
sellowiana, B. salicifolia, L. alba and A. gratissima) declined significantly
during 15 days (Figure 1). The EOs of P. sagittalis and B. trimera kept their
inhibitory effect for 20 days, together with Ch. ambrosioides which
maintained its complete inhibitory effect (100 %) for 40 days. Pathogen

viability loss was confirmed in this last case.
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Table 6. Essential oil (1000 ppm) inhibition percentage on Guighardia

citricarpa mycelial growth at different times of evaluation.

Inhibition (%) on Guignardia citricarpa growth

Treatment Volatile Phase Test — Times of evaluation (days)
5 10 15 20 25 30 35 40

- -
Chenopodium 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
ambrosioides
Lippia alba 100a 100a 88a 44bcde 29 cdef 17 cd 8d 3c
Blepharocalyx 100a 97ab 79ab 43bcde 16ef 2d  0d Oc
salicifolia
Pluchea sagittalis 99ab 94ab 85ab 74ab 65b 51b 41b 37b
Baccharis trimera 99ab 92ab 83 ab 68abc 56bc 38bc 17bcd 6¢c
Aloysia gratissima 95abc 86 ab 74 abc 60 bcd 48 bcd 37 bc 26 bcd 18 bc
Acca sellowiana 97ab 76bc 58 bcd 35cdef 26cdef 19cd 12cd 1lc
Conyza 72cde 57cd 47 cde 35cdef 32cdef 28cd 26 bed 23 be
bonariensis
Schinusmolle Fr  75bcd 57cd 41de 34def 27cdef 19cd 13cd 10c
Baccharis 51ef 38de 29ef 20ef 20def 17cd 12cd 10c
dracunculifolia
Schinus molle H 54 def 34de 23ef 16ef 11lef 6d 3d Oc
Achyrocline 44fg 25ef 20ef 18ef 14ef 8d  4d 3¢
flaccida
Ocimum selloi 38fg 31e 32de 3ldef 37bcd 38bc 37bc 36b
Peid

sidium 269 29e 32de 28def 29cdef27bed 23bed 21 be
cattleianum
Eugenia uniflora 0g of Of of Of od od Oc
CV (%) 18.4 22.1 30.0 46.2 52.6 57.3 71.8 76.4

* LS-means: The same letter in each column does not differ significantly. Tukey test, P<0.05.
& compared against the Control = 0 % inhibition.
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In the low inhibitory effect group, EO of E. uniflora had a stimulating
effect of fungal growth, maintaining statistical difference during 10 days
(Figure 1). EO of O. selloi behavior also stood out, it maintained its inhibition
level during the entire evaluation, reducing mycelial growth, and remaining
significantly below the control treatment together with P. sagittalis and C.
bonariensis. The behavior of O. selloi essential oil may be easily visualized in

the mycelial growth curve.

—&— Control
+ Schinus molle H
X Schinus molle Fr
x  Achyrocline flaccida
°  Baccharis dracunculifolia
©  Baccharis trimera
—e— Conyza bonariensis
—— Pluchea sagittalis

------- Chenopodium ambrosioides

Diameter (cm)

---&--- Ocimum selloi

—-e—- Blepharocalyx salicifolia
o Accasellowiana

—@— Eugenia uniflora

o Psidium cattleianum

A Aloysia gratissima

—-A—-Lippia alba

Time (days)

Figure 1. Effect of essential oils on Guignardia citricarpa mycelial growth,
Volatile Phase Test.

LS-means: the same amount of * in the same date does not differ significantly (grouped in
ovals), Tukey Test, P<0,05.
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2.3.3.2. Agar Dilution Test

A statistical separation was also possible with the results obtained from
EO inhibitory effects on G. citricarpa using this assay. As with the previous
test, three different groups were formed. However, EO groups changed
significantly with respect to the Volatile Phase Test. In the 5 initial days, O.
selloi and E. uniflora integrated the high inhibition group together with A.
sellowiana, B. trimera, P. sagittalis, A. grattisima and B. dracunculifolia
(Table 7).

In the 10 initial days, only the first four essential oils remained in this
group and from day 15 to the end of the evaluation (30 days) only two
essential oils remained with statistically high inhibition levels, O. selloi and A.
sellowiana (Figure 2). Ch. ambrosioides, L. alba and B. salicifolia essential
oils did not present significant inhibition levels (40-50 %) during the assay
and losing their inhibitory effect completely after 10 days, G. citricarpa growth
was the same as or had increased compared to the control,.

Comparing both tests, the essential oils that were diluted in agar
showed a rapid loss of inhibitory activity. C. bonariensis essential oil had an
inhibitory effect on G. citricarpa reproduction, presenting 100 % inhibition on
sporulation in the Volatile Phase Test and 96 % inhibition in the Agar Dilution

Method.
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Table 7. Essential oil (1000 ppm) inhibition percentage on Guighardia

citricarpa mycelial growth in different times of evaluation.

Inhibition (%) on G. citricarpa growth "2

Treatment Agar Dilution Test — Times of evaluation (days)
5 10 15 20 25 30
Ocimum selloi 96 a 88 a 76 a 65 a 6la 56 a
Acca sellowiana 94ab 78ab 71ab 62a 54ab 46a
Eugenia uniflora 91ab 75abc 50c 29bc 18cd 8 bc
Baccharis trimera 92ab 70abcd 45c 15 cd le lc
Pluchea sagittalis 83ab 65bcd 49c 15cd 2e Oc
Aloysia gratissima 81 ab 37e 7d od Oe Oc
Szlicuhnacrlijslifolia 76ab 60cd 48c  37bc 24cd 10bc
Conyza bonariensis 74 b 55de 54bc 47ab 37bc 26 Db
Lippia alba 40 ¢ 14 f 5d 6d 5 de 4c

Chenopodium

. 53¢ 12 f 4d 1d Oe Oc
ambrosioides

Blepharocalyx salicifolia 43 ¢ 12 f 5d 3d le Oc
Psidium cattleianum 39c 6f 1d od Oe Oc
Schinus molle Fr 10d of od od Oe Oc
Schinus molle H 5d Of od od Oe Oc
Achyrocline flaccida od of od od Oe Oc
CV (%) 170 240 361 611 744 938

*LS-means: The same letter in each column does not differ significantly. Tukey test. P<0,05.
 compared against the Control = 0 % inhibition.
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80 & *  —a— Control
7,5 + Schinus molle H
7.0 X Schinus molle Fr
6,5 —*— Achyrocline flaccida
6,0 °  Baccharis dracunculifolia
5,5 -
---%---- Baccharis trimera
~ 50
[3 ----+--- Conyza bonariensis
L 45
5 ¢ Plucheasagittalis
+ 4,0
£ — Chenopodium ambrosioides
8 35
o —8—- Ocimum selloi
3,0
25 e Blepharocalyx salicifolia
20 —©—- Acca sellowiana
s ® Fugenia uniflora
10 o Psidium cattleianum
0,5 ---A--- Aloysia gratissima
0,0 —-4—-Lippia alba
0 5 10 15 20 25 30 Time (days)

Figure 2. Effect of the essential oils on Guignardia citricarpa mycelial growth
by Agar Dilution Method.

LS-means: same amount of * in the same date does not differ significantly (grouped in
ovals), Tukey test, P<0,05.

2.4. DISCUSION

The EOs studied showed different degrees of inhibition. The analysis of
the chemical composition shows that those that produced a greater inhibition
showed a high proportion of one or a few other compounds, which may be
responsable for the inhibition. For example, C. ambrosioides essential oil
volatile compounds presented fungicidal action and were able to eliminate
the pathogen, and ascaridol was found among its major compounds. Jardim
et al. (2008) identified ascaridol as a major fungicidal component of C.

ambrosioides EO. Nonetheless, a synergistic effect , involving a-terpinene,
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limonene and/or (E)/(Z)-p-menta-1(7),8-dien-2-ol and (E)/(Z)-p-menta-2,8-
dien-1-ol could also explain the results.

The essential oils of L. alba, B. salicifolia, P. sagittalis, B. trimera, A.
gratissima and A. sellowiana presented high inhibitory levels, but for a limited
period of time only, thus resulting in a fugistatic effect. With the exception of
B. trimera and A. gratissima, these essential oils contained high percentages
of linalool and/or 1.8-cineole, possibly the agents responsible for the oil’s
bioactivity. Barrera Necha and Garcia Barrera (2008), studied different
concentrations of linalool on Fusarium sp. and obtained no mycelial growth
with doses of 200 pl/ml and higher. In addition, it is known that 1,8-cineole
reduces cell division, inhibits mitochondrial respiration, oxidative
phosphorylation and DNA synthesis (Montes Belmont, 2009). In fact, the
synergistic effect of terpinen-4-ol present in the EOs of P. sagitalis and B.
salicifolia cannot be ruled out. Terpinen-4-ol and 1,8-cineole, were identified
as active components of Melaleuca alternifolia essential oil, from which a
phytopharmaceutical substance with antimycotic and antibacterial properties
is obtained (Mesa Arango et al., 2004).

On the other hand, carquejyl acetate was found to be a chemical
marker of B. trimera essential oil, this component has antibacterial and
antifungal activity (Simdes Pires et al., 2005). It has also been reported that
the biological properties of essential oils are determined by their major

compound (Bakkali et al., 2008). However, attributing this to only one isolated
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compound can be inaccurate since there are possible interactions between
the compounds (Atti dos Santos et al., 2010).

According to Antunes and Cavaco (2010), EOs or their individual
components may have fungistatic or fungicidal effects, depending on the
concentration used. This could be the case of A. sellowiana essential oil
which had antifungal activity in both methods but did not have high
percentages of any of the main compounds, this could be explained because
it has a mixture of compounds. Saj et al. (2008) reported that A. sellowiana
essential oil had a broad spectrum of antibacterial and antifungal activity.
However, the major compounds found by these researchers were limonene
(29 %), pB-caryophyllene (27 %), a-pinene (8.7 %), B-pinene (3 %), none of
which were found in the present work.

The essential oils of A. flaccida, O. selloi and P. cattleianum did not
produce statistically significant inhibition on G. citricarpa in the initial stage of
the evaluation. The major compound groups that these EOs have in common
are a-pinene, (E)-caryophyllene and (Z)-B-ocimene. S. molle (L and Fr) and
B. dracunculifolia essential oils did not have a significant inhibitory effect
either, as expected from their high levels of limonene. Atti dos Santos et al.
(2010) found that S. molle had fungicidal effect on Alternaria spp., Fusarium
spp., Collethotricum spp. and Botrytis spp, and the major compounds were
a-pinene and sabinene. In spite of this, when these compounds were found
in lower proportion and mixed with other major compounds such as carquejyl

acetate, 1,8-cineole, linalool and ascaridol, results obtained from this study
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showed high inhibitory effects on G. citricarpa. It must also be noted that EOs
are complex mixtures of numerous molecules and their biological effects may
be a result of synergy among these molecules or among major compounds
or possibly the action of the main molecules modulated by lesser significant
molecules (Bakkali et al. 2008).

Volatile compounds (VFT) of E. uniflora essential oils and diffusing
compounds (PFT) of S. molle (H and Fr) and A. flaccida essential oils
revealed a stimulating effect of G. citricarpa mycelial growth compared with
the control treatment. Montes Belmont et al. (2000) mention that some fungi
may be inhibited or stimulated by exogenous factors, such as some plant
extracts. Also, one essential oil may produce two kinds of response on G.
citricarpa, such as the essential oils of E. uniflora and O. selloi.

A possible explanation could be given by the fact that the responses
obtained from each essential oil depends on the behavior of the chemical
components that better volatilize or diffuse. Brun and Mossi (2010) highlight
E. uniflora essential oil antimicrobial activity when using the paper disc
diffusion method. Antimicrobial activity has also been reported for O. selloi
essential oil using the agar diffusion method (Nascimento et al. 2011) and the
major compounds reported were eugenol, 1,8 cineole, (E)-caryophyllene and
linalool, coinciding with the compounds found in the present study, although
they were found in different proportions. Silva and Fernandes Juanior (2010)

and Montes Belmont (2009) mention that eugenol is a strong inhibitor of
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enzymatic processes, due to its lipophillic character and free phenolic
groups, which produce cell wall degradation and cell lysis.

The inhibitory action of Ch. ambrosioides, L. alba and B. salicifolia
essential oils diluted in agar was low, demonstrating that the volatile
compounds are the ones that have fungicidal or fungistatic effect. Fialho et
al. (2010) confirm that the susceptibility of the pathogen may vary according
to the chemical nature and mode of action of the antimicrobial component,
hence volatile components may have antifungal action and diffusing
components may not. Also, the insoluble nature of oils poses a constraint to
using liquid media to study antimicrobial activity (Rios et al., 1988).

C. bonariensis essential oil presented a strong negative effect on fungal
sporulation. The mechanism by which essential oils interrupt the fungal
vegetative and reproductive phase is still unknown (Antunes and Cavaco,
2010). Furthermore, certain EOs may produce fungal morphological changes
or prevent different processes within fungal disease cycles (Montes Belmont
et al., 2000). C. bonariensis EO analysis revealed a non terpenic main
compound (methyl (Z)-dec-2-en-4.6-dinoate), which represented almost 60 %
of the oil's total composition, this suggests that this compound may be the
main agent responsible for the anti-sporulating activity. Variations in major
groups and their proportions have been observed when comparing the
composition of oils from different origins (Manzano Santana et al., 2011;

Castafeda et al., 2007).
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The present study demonstrates that EOs from native plants have
potential for citrus black spot biocontrol. The high in vitro antifungal action on
G. citricarpa of L. alba, B. salicifolia, P. sagittalis, B. trimera and A. gratissima
EO volatile compounds and contact action of O. selloi, A. sellowiana, P.
sagittalis and B. trimera EO compounds stand out. In addition to this, volatile
compounds of Ch. ambrosioides essential oil present fungicidal activity and
C. bonariensis essential oil inhibited fungal reproduction.

The differences existing in composition and/or compound percentages
of the essential oils studied in this work raises the question of which
molecules are responsible for the inhibitory activity of essential oils. However,
the results obtained in the present study represent a significant progress
since fungicidal, fungistatic and/or anti-sporulating effects on G. citricarpa

have been demonstrated.

2.5. CONCLUSIONS

The EOs of the species studied in this work, or their active components
should be considered as an alternative to postharvest chemical control. It is
essential to continue research, performing in vivo tests on fruits and assess
doses and formulations of the most promising EOs in order to develop

effective and safe disease control alternatives.
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Resumen

En este trabajo se evalud la capacidad inhibitoria in vitro de los aceites
esenciales (AEs) provenientes de plantas autoctonas del Uruguay contra
Penicillium digitatum, cepa 20 resistente a Imazalil. El andlisis de la
composicion quimica se realizO mediante Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas. Se evalud el porcentaje de inhibicion de los
aceites sobre P. digitatum usando el test Fase Volatil a una concentracion de
1000 ppm. Se realiz6 un tamizaje de los aceites por su capacidad inhibitoria
por difusién de sus compuestos y se aplico el método de microdilucion en
caldo para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria. Los compuestos
volatiles de los AEs de C. bonariensis, P. sagitalis, Ch. ambrosioides, B.
salicifolia, A. sellowiana, E. uniflora y L. alba inhibieron completamente al
hongo produciendo un efecto fungicida. Los AEs de Ch. ambrosioides y C.
bonariensis demostraron ser potentes inhibidores de P. digitatum, tanto en
sus fases volatiles como en dilucion, presentando ambos potencial como
biofungicidas.

Palabras clave: biofungicidas, fase volatil, Chenopodium ambrosioides.
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Summary

Control strains of Penicillium digitatum resistant to using essential
oils Imazalil

The objective of this research was the in vitro evaluation of the inhibitory
capacity of essential oils from Uruguayan native plants of against Penicillium
digitatum, imazalil-resistant strain 20. The essential oils used were obtained
by hydrodistillation and their chemical compositions were determined by gas
chromatography-mass spectrometry. The inhibition of oils at 2000 ppm on P.
digitatum was evaluated in the Volatile Phase Test . Oils were also screened
for inhibition by difusion in culture media. The broth microdilution method was
used to determine the Minimum Inhibitory Concentration. The essential oils of
C. bonariensis, P. sagitalis, Ch. ambrosioides, B. salicifolia, A. sellowiana, E.
uniflora and L. alba completely inhibited the fungus, producing a fungicidal
effect. Oils of Ch. ambrosioides and C. bonariensis, in their volatile and
dilution phases, demonstrated potent inhibition of P. digitatum both having
potential as biofungicides.

Keywords: natural fungicides, volatile phase, Chenopodium ambrosioides.
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3.1. INTRODUCCION

Una de las causas principales de pérdida de calidad de la fruta citrica
en postcosecha, en todo el mundo, es el moho verde causado por
Penicillium digitatum (Palou, 2013; Sayago et al., 2012; Franco y Bettiol,
2002). Este patogeno produce esporas que al dispersarse pueden ingresar a
la fruta en el campo, en plantas de empaque, en el transporte y en el
mercadeo (Palou et al., 2008; Brown y Eckert, 2000).

El control de las enfermedades en postcosecha engloba diferentes
practicas de manejo: evitar heridas durante la cosecha y embalaje, reducir la
fuente de indculo, procurar un ambiente desfavorable al patégeno y proteger
los frutos aplicando fungicidas (Brown y Eckert, 2000). Durante muchos
afnos, las enfermedades de postcosecha se han controlado mediante la
aplicacion de fungicidas de sintesis, tales como imazalil (IMZ), orto-fenil
fenato de sodio (SOPP), tiabendazol (TBZ), pirimetanil (PYR), azoxistrobin o
fludioxonil (FLUD) (Palou, 2013; Smilanick et al., 2008). Su uso prolongado y
continuo ha generado la proliferacion de Dbiotipos resistentes
comprometiendo la eficacia de los tratamientos (Palou et al., 2008; Kinay et
al., 2007).

En Uruguay, entre los afios 1970 y 1980, el fungicida TBZ fue sustituido
por IMZ, por la alta incidencia de aislamientos resistentes (Lado et al., 2011).
Actualmente, el uso continuo del IMZ para el control al P. digitatum, en todas
las plantas de empaque, ha determinado la generacién de cepas resistentes.

Las dosis de IMZ han aumentado, hasta llegar al maximo permitido, sin
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poder controlar los aislamientos resistentes al mismo (Lado et al., 2013). En
la busqueda de alternativas de control de las cepas resistentes, los mejores
resultados se obtuvieron con la combinacion de IMZ con PYR o con
bicarbonato de sodio (BCS) (Lado et al., 2011). Sin embargo, cuando se
evaluo la aplicacion de IMZ a alta temperatura (50° C) en combinacién, o no,
con BCS (3 %), no se logro controlar la cepa resistente (R20), independiente
del nivel de residuos en los frutos (Lado et al., 2013).

La preocupacion del consumidor sobre la contaminacién ambiental y
los riesgos para su salud han restringido o cancelado el uso de productos
quimicos para el control de enfermedades postcosecha (Palou, 2013). A su
vez, el uso frecuente de un numero reducido de ingredientes activos ha
generado resistencia en los patégenos (Lado et al., 2013; Ferraz Laranjeira
et al., 2005). Lo que implica la necesidad de encontrar, y aplicar, métodos
alternativos a los fungicidas convencionales en los programas de manejo
integrado de enfermedades (IDM) para el control del moho verde (Palou,
2013).

Las plantas biosintetizan metabolitos secundarios, que en muchos
casos tienen la funcion de defensa contra microorganismos, insectos y
herbivoros  predatores (Cowan, 1999). Estos metabolitos son
biodegradables, presentan selectividad natural y baja toxicidad, afectando
s6lo a sus agresores y preservando los organismos utiles (Morais, 2009a;
Tripathi et al., 2004). Los aceites esenciales (AES) son mezclas organicas

complejas volatiles, producidos en diferentes 6rganos de las plantas (De
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Souza Prestes et al., 2011; Antunes y Cavaco, 2010). La especies vegetales
utilizadas para la extraccion de aceites mantienen una fuerte interaccion con
el ambiente el que influencia su composicion quimica y, en consecuencia,
los resultados de pruebas biologicas (Morais, 2009a). Los estudios sobre la
actividad antimicrobiana de los AEs han mostrado que podrian ser utilizados
como alternativas seguras y efectivas a los fungicidas de sintesis para el
control de enfermedades (Abad et al., 2007; Antunes y Cavaco, 2010). Sin
embargo, la informacién sobre la actividad de los AEs contra P. digitatum es
limitada (Rodov et al., 2011).

Considerando estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la actividad antifingica in vitro de aceites esenciales de plantas
nativas uruguayas contra la cepa R20 de Penicillium digitatum resistente al

Imazalil.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. AEs y composiciéon quimica

Los AEs se extrajeron por hidrodestilacion con trampa tipo Clevenger.
Los 6rganos utilizados fueron hojas (H) y frutos (Fr) por separado de Schinus
molle (Anacardiacea); flores de Achyrocline flaccida, hojas y flores de
Baccharis dracunculifolia, Baccharis trimera, Conyza bonariensis y Pluchea
sagittalis (Asteraceas), Chenopodium ambrosioides (Chenopodiacea),
Ocimum selloi (Lamiacea); hojas de Blepharocalyx salicifolia, Acca

sellowiana, Eugenia uniflora y Psidium cattleianum (Mirtaceas); hojas vy flores
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de Aloysia gratissima y Lippia alba (Verbenaceas). Las muestras fueron
colectadas en el Departamento de Salto (31°22’ S 57°56’ O), Uruguay.

La identificacion de los componentes de los AEs se realizé utilizando
un cromatografo de gases acoplado a GC-MS modelo QP 5050 (Shimadzu
Corp., Tokio, Japbén) equipado con bases de datos de referencia (Adams,
2001; MclLafferty y Stauffer, 1991). Los componentes de los aceites se
identificaron por comparacion de sus indices de retencién lineal (Kovats,
1958) obtenidos en dos columnas, y fueron determinados en relacion a una
serie homologa de n-alcanos (Co-Cz6), con los correspondientes valores de
estandares o reportados en la literatura. También se realizé la comparacion
de los patrones de fragmentacion del espectro de masa con los
almacenados en bases propias y comerciales (Adams, 2001; McLafferty y

Stauffer, 1991).

3.2.2. Microorganismo fitopatégeno

Se utilizé una cepa local de Penicillium digitatum resistente al Imazalil
(cepa R20), perteneciente a la coleccién de hongos de la Micoteca del
Laboratorio de Fitopatologia de INIA Salto Grande. El patdgeno se mantuvo
en placas de Petri con medio nutritivo PDA (Difco® Laboratories, France) y
se incubd a 25° C, repicandose siete dias previos a los bioensayos para

disponer de colonias nuevas.
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3.2.3. Bioensayos

Se seleccionaron tres pruebas para identificar aquellos componentes
de los aceites que probaron actividad antimicrobiana por difusion y por
dilucion frentes a P. digitatum. Las metodologias seleccionadas fueron dos
cualitativas (test de fase volatil y bioautografia sobre cromatografia de capa
fina) y una cuantitativa (microdilucién en caldo).

Para evitar que las esporas del patdgeno contaminaran las placas a
evaluar, se realiz6 un dia antes del test de fase volatil una suspension de
esporas del hongo (10* ufc/mL) en PDA esterilizado en estado liquido (< 40°
C). Se dispensaron 10 mL de la mezcla en placas de Petri, se dejo solidificar
y se incub6 por 24 h a 25° C. Posteriormente se extrajo discos de 4 mm con

sacabocado esterilizado, para usarse como inoculo.

3.2.3.1. Test de Fase Volatil

Se evalud la bioactividad de los compuestos volatiles de los AEs
mediante el test de fase volatil (VFT, Pauli y Schilcher, 2007). En placas de
Petri de 90 mm de didmetro conteniendo 15 mL de medio PDA estéril, se
sembr6 en el centro un disco de P. digitatum de 4 mm de didmetro de PDA
inoculado 24 h antes con una suspensién del hongo (10* ufc/mL). En la cara
interna de la tapa de la placa se adhirié un portaobjeto de vidrio estéril donde
se pipetedé 85 uL de AE puro (0,1 % concentracion de 1000 ppm). Se
procedi6 de igual forma pero sin colocar AE en el tratamiento control.

Inmediatamente, las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 25 °C
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en la oscuridad en forma invertida. El ensayo se realizé por triplicado y se
repitié en dos momentos.

Se efectuaron lecturas de los diametros de crecimiento de las colonias
alos 3,5,7,9, 11, 13, 15 y 18 dias, momento en que la placa control no se
observé incremento en el crecimiento del hongo. La actividad antifungica fue
evaluada como porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial mediante la
férmula: Inhibicion (%) = [(dC — dT)/dC] * 100; donde, dC es el diametro de la
colonia control y dT es el diametro de la colonia tratada.

Cuando se observo inhibicion total del crecimiento del hongo se verificd
la viabilidad del patdégeno. Se extrajo discos de las placas con tratamiento y
se los colocé en placas con medio PDA, se incub6 a 25 °C por 72 h. Cuando
se observo efecto inhibitorio de la esporulacion del hongo por accion de
algun AE, se evalu6 dicho efecto mediante conteo del nimero de esporas
producidas en presencia y ausencia del mismo. Se extrajo discos de 6 mm
de micelio de los cuatros cuadrantes de las placas, se colocd en Ependorff
con una suspensiéon de 500 uL de agua destilada estéril con triton (0.02 %) y
se agité por dos minutos (agitador Thermolyne, lowa, USA). Se conto
mediante camara de Neubauer el numero de esporas, repitiendo la

observacion cuatro veces por cada disco.

3.2.3.2. Tamizado de los AEs
Se realiz6 una seleccién preliminar de los AEs por su bioactividad
sobre P. digitatum, evaluando la capacidad de difundir sus compuestos

inhibidores. Como reservorio de los aceites se utilizaron placas de silica gel
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(Poligram Sil G/UV 254, Germany), que se cortaron en un tamafio de 10 x 10
cm, se marcaron 15 puntos equidistantes y se aplico 2 uL de cada AE puro a
probar. A cada aceite se lo identific6 con un numero, en el siguiente orden 1-
S. molle H, 2- S. molle Fr, 3- A. flaccida, 4- B. dracunculifolia, 5- B. trimera,
6- C. bonariensis, 7- P. sagitalis, 8- Ch. ambrosioides, 9- O. selloi, 10- B.
salicifolia, 11- A. sellowiana, 12- E. uniflora, 13- P. cattleianum, 14- A.
grattisima y 15- L. alba. Se colocé cada lamina de silica gel en una placa de
Petri de 15 cm de diametro y se la cubrié con 10 mL de medio de cultivo
PDA estéril inoculado con una suspensién de P. digitatum (10* ufc/mL). Se
sellaron las placas e incubaron a 25 °C, se realizaron las observaciones de
los resultados a los 2, 4 y 6 dias. Se hicieron tres replicas y se repiti6 el

experimento en dos momentos.

3.2.3.3. Bioautografia sobre cromatografia de capa fina (TLC)

Se aplico la técnica de bioautografia en capa de agar (Furlan y Lépez, 2007)
a los AEs que mostraron inhibicion sobre el crecimiento micelial del hongo.
Para la cromatografia de capa fina (TLC), se utilizaron tres placas de silica
gel por cada aceite seleccionado y se sembraron 2 uL del aceite. Se
colocaron las tres réplicas de cada aceite en la camara de corrida utilizando
como solventes para la fase movil hexano-acetato de etilo (9-1). Se reveld
una de las placas de cada aceite utilizando sulfato de cobre-acido fosforico-
agua destilada (10:10:80) y se sec6 a 400 °C con pistola (GHG 360 DCE,

Bosch, Rumania).
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Se utilizaron las dos placas restantes por aceite para la bioautografia
sobre TLC. En placas de Petri de 15 cm de diametro se colocaron las placas,
junto a un control positivo (C+) y uno negativo (C-). Para el C+ se utiliz6 AE
de ajo y para el C- la mezcla de solvente utilizado en la corrida. Se cubri6
todo con 10 mL de medio de cultivo PDA estérii mezclado con una
suspension de esporas de P. digitatum (10* ufc/mL). Se incubé a 25 °C y se
observaron los resultados a las 72 h. Cada ensayo se repiti6 en dos

momentos.

3.2.3.4. Test de Microdilucién en caldo.

La metodologia de microdilucion en caldo para la determinacion de la
Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) se basé en el protocolo del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) para hongos filamentosos
(Espinel-Ingroff y Cantén, 2007; Hadacek y Greger, 2000). Se utilizaron
placas de 96 micropocillos estériles de fondo plano a los cuales se les
agrego un volumen total de 200 uL/pocillo. Cada pocillo contenia 100 uL de
medio PDB estéril (Difco® Laboratories, France) con las respectivas
concentraciones del AEs a testar y 100 uL de suspension de inéculo de la
cepa fangica de P. digitatum (10* ufc/mL en agua estéril tritonada 0,02 %).
En las primeras 10 columnas se colocaron las diferentes concentraciones del
aceite utilizado (2000, 1500, 1000, 500, 250, 125, 60, 30, 15 y 7 ppm,
uL/mL). Las primeras cuatro filas (A-D) de cada columna se usaron como
replicas del ensayo y las cuatro filas restantes (E-H) no se les agregaron

inoculo con el fin de usarlas para restar el efecto de la turbidez ocasionado
69



por los aceites en mezcla con el medio de cultivo. Se dejaron las ultimas dos
columnas como controles, conteniendo las primeras cuatro filas PDB
inoculado pero sin aceite (control del crecimiento del hongo: C) y las ultimas
cuatro filas PDB sin inocular y sin aceite (control negativo: C-). La
disposicién final de las diferentes concentraciones y controles se pueden ver
en la Figura 1. Las placas se sellaron con papel parafiim para evitar la
evaporacion del aceite y el medio de cultivo, se incubd por 10 dias a una

temperatura de 25° C.
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Figura 1: Disposicion de las diferentes concentraciones del aceite esencial
(AE) y los controles utilizados para realizar la metodologia de microdilucion

en caldo.

A: 96 pocillos con medio de cultivo PDB (100 ulL). B: 4 filas superiores (A-D), columnas 1-
10: mezcla de 100 uL de suspension de Penicillium digitatum (104 ufc/mL) en agua tritonada
(0.01 %) estéril y la concentracion del AE testeado; columnas 11 y 12: Controles del
crecimiento del hongo, sin aceite. C: 4 filas inferiores (E-H) con 100 uL agua tritonada (0.01
%) estéril, sin indculo, y columnas 11y 12 Controles negativos (-), sin inoculo y sin aceite.
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Las lecturas espectrofotométricas (620 nm, Thermo Scientific,
Multiskan FC, China) se hicieron a los 0, 1, 2, 7 y 10 dias. El experimento se
realiz6 por triplicado. Las lecturas realizadas el decimo dia se utilizaron para
determinar la MIC que, segun el criterio de Holetz et al. (2002), seria la
concentracion que reduce el 80 % del crecimiento del hongo frente al control.

En las concentraciones donde no hubo crecimiento micelial del hongo
se verificé la viabilidad de las esporas. Se reagrup6 el contenido de todos los
posillos inoculados de cada concentracion en un Eppendorf, se centrifugd
(Fisher Scientific, Micro-Centrifuge, Model 59V, USA) por 30 minutos a 2500
rpm para concentrar y separar las esporas del sobrenadante (AE+PDB). A la
concentracion de esporas se le agregd 300 ul de agua con triton, se
homogeniz6 la mezcla con agitador y se tomé dos muestras de 100 pL, para
la realizacion de subcultivos en placas de Petri con medio PDA que se
incubaron por 48 h a 25° C. Los 100 pl restantes se usaron para observar al
microscopio el estado de las esporas. La concentracibn mas baja sin
crecimiento, se defini6 como la Concentracion Minima Fungicida (MFC)

indicando 100 % de muerte del inéculo inicial.

3.3.4. Andlisis estadisticos

El disefio experimental utilizado para el test de fase volétil fue de
bloques completamente al azar, tomando como bloque las repeticiones de
los ensayos. Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) para los resultados
obtenidos del crecimiento micelial y del porcentaje de inhibicion. Se utilizé la
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prueba de Comparacion Multiple de Tukey (p<0.05) para la separacion de
las medias de los diametros de crecimiento y del porcentaje de inhibicion de
los tratamientos en cada fecha. Los analisis se hicieron con el Procedimiento

GLM del programa SAS (Stat Analysis System Institute Inc., 2008).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Composicion de los aceites esenciales

Los compuestos quimicos de los AEs se muestran en la Cuadro 1,
donde se detallan los 15 principales y su distribucion por grupo de familia
quimica. Entre los constituyentes de cada aceite hubo dominancia de mono
y sesquiterpenos, excepto el aceite de Conyza bonariensis que presento alto
porcentaje del compuesto poliacetileno, el metil (Z)-dec-2-en-4,6-dinoato

(59,5 %) (Figura 2).

Figura 2. Metil (Z2)-dec-2-en-4,6-dinoato (Albuquerque et al., 2004)

Los hidrocarburos monoterpénicos limoneno, a- y B- pineno, (Z)-p-
ocimeno, sabineno, y los hidrocarburos sesquiterpénicos (E)-cariofileno,
elemecina y (E)-nerolidol, constituyeron los compuestos mayoritarios de los
aceites de S. molle de hoja (S. molle H) y de frutos (S. molle Fr), A. flaccida,

B. dracunculifolia, O. selloi, P. cattleianum y A.gratissima.
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Cuadro 1: Composicion quimicas
grupo de familias.

Compuestos mayoritarios
SmH SmFr

Af Bd
Hidrocarburos monoterpénicos
Canfeno

Limoneno

Mirceno

Sabineno

Terpinoleno

p-Cimeno

o-Felandreno

a-Pineno

B-Pineno

a-Terpineno

y-Terpineno

a-Tujeno

allo-Ocimeno

(E)-B-Ocimeno

(Z)-B-Ocimeno

0,2
16,6
0,5

24,8
3,4
10,8
1,6

6,1
1,0

11,5
1,3

19,2
15,5

7,4
3,2
4,0
5,6

53,7
2,4

7,5
11,8

0,2 05
4,1

67,7

0,3

52,0 60,9 32,4
Monoterpenos oxigenados
Acetato de carquejilo
Carvona

Geraniol

Linalol

iso-Ascaridol

Mirtenol

Oxido de Limoneno
1,8-Cineol

3-Decanona

3-Octanol acetato
(E)-Carveol

(Z)-Carveol
(E)-Dihidrocarvona
(Z)-Dihidrocarvona
(Z)-Crisantenol
(E)-Pinocanfona
(E)-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol
(E)-p-Menta-2,8-dien-1-ol
(Z)-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol
(Z)-p-Menta-2,8-dien-1-ol
(Z)-p-Menta-2-en-1-ol
o-Terpineol

&-Terpineol

Terpinen- 4- ol

0,4 0,3

0,4 0,2

0,4

1,0

2,7 0,5
20,7 0,6

04 248 1,0

Hidrocarburos sesquiterpénicos

Aromandreno

allo Aromadendreno

Biciclogermacreno

Elemecina

8,0

Germacreno A
Germacreno B
Germacreno D 2,3 2,8
Palustrol
(E)-a-Bergamoteno
(E)-Cariofileno
(E)-B-Farneseno
(E)-Nerolidol
B-Bisaboleno

(Z)-y-Bisaboleno

1,4 13,5 3,3

9,9

de

Bt

0,3
0,8

9,1

4,0
14,2

47,8

0,7

1,0
7,3

los

Cb

12,6
0,8
1,2

0,6
1,7

0,0
17,0

1,1 47,8 0,0 38,1

0,6
1,5
2,3
1,0

AEs analizados, distribucion por

% area

Ps Cha Os Bs As Eu Pc Ag Lla

10,0
1,6

2,8
1,3

0,6
0,5

2,3
4,6

1,1
1,2
3,8

0,2

0,3 84 05

1,0 3,7
4,0

2,4

3,6 10,1

7,8

0,5
0,3
10,7

0,2
0,9

14,0
6,6
2,2
3,9
0,6

2,5
19

0,1
3,1
23,1
27,9

1,7
1,0
1,0

6,4

27,0 34,0 1,1 29,5 139 0,7

1,6
0,9
14,7

1,4 0,8

24,8

26,1 5,4 66,8

0,6
10,8 22,0 33
0,5
1,5
1,2
0,5
8,6
52
5,0
1,2
4,9
7,7
5,0
3,0

46
1,0
3,8

1,5

38

49,4 116 533 17,5 00 54 6,2 838

0,9

6,8
17,2

7,2
45

2,8
5,1

3,5
2,1

1,4 6,1 25 0,7 1,6

2,2
8,5
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Cuadro 1. Continuacion.

Compuestos mayoritarios

SmH SmFr

Hidrocarburos sesquiterpénicos
(Z)-B-Guaieno
a-Cadineno
6-Cadineno
y-Cadineno
a-Cariofileno
a-Chamingreno
a-Copaeno
a-Cubebeno
B-Cubebeno
B-Cubebeno
B-Elemeno
B-Felandreno
a-Gurjuneno
o-Humuleno
B-Humuleno
o-Murolol
a-Selineno
B-Selineno
7-epi-a-Selineno

2,8
8,1
0,4

3,7
2,6

0,2

35,0 6,3
Sesquiterpenos oxigenados
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-a-ol
Carotol

Cubebol

Curzerene

Elemol

Espatulenol

Germacron

Globulol

Ledol

Oxido de Cariofileno
Viridiflorol

1-epi-Cubenol

a-Cadinol

2,4

a-Eudesmol

B-Eudesmol
2,4 0,0

Otros

Acetato de bornilo

Geranil acetona

Salicilato de metilo

Acetato de mirtenilo

1-Octeno

2-Octeno

2-Undecanona

3-Octanol

3-Octanona

B-Isoforona

Acetato de (E)-pinocarvilo

Acetato de (Z)-crisantenilo

Metil (Z)- dec-2-en-4,6-dinoato

Metil eugenol
0,0 0,0

Total (%)

90 92

Af

1,6

0,9

4,4

20,4

0,3

0,3

0,1
0,5

0,6

90

Bd

2,8

18,7

9,8

7,1

1,9

18,8

0,0
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Bt Cb Ps
0,8
6,2
16,1 54 2,3
0,3
0,5
21 64
2,3
1,9 2,8
3,9
2,9
96 44 91
1,2
0,6
2,3
0,9
59,5
09 60,0 3,5
89 87 69

% area
Cha Os Bs As Eu Pc Ag
3,8
3,6
26 1,7
7.5
0,8
35 08 2,6
04 35
19
2,0
1,5
3,9
0,0 394 25 183 18,2 21,5 233
1,4
12,9
133 7,8 3,4
27,5
2,4
6,1
0,6 16
2,6
2,6 3,8
0,6
00 00 06 139 548 139 34
3,8
3,0
2,2
14,5
2,0
5,6
18,2
0,0 18,2 0,0 19,7 0,0 38 7,6
76 97 90 70 74 74 54

La

0,3

0,2

0,2

0,3

0,3

8,5

0,4

0,4

0,0

93

AEs de: SmH: S. molle Hoja, SmFr: S. molle Fruto, Af: A. flaccida, Bd: B.dracunculifolia, Bt:
B. trimera, Cbh: C.bonariensis, Ps: P.sagittalis Cha: Ch. ambrosioides Os: O. selloi, Bs:
B.salicifolia, As: A.sellowiana, Eu: E.uniflora, Pc: P.cattleianum, Ag: A.gratissima, La: L.alba.
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Por otro lado, los monoterpenos y sesquiterpenos oxigenados, como
acetato de carquejilo, 1,8 cineol, iso-ascaridol, linalol, germacrona y
curzereno constituyen los de mayor proporciéon en los aceites de B. trimera,
P. sagittalis, Ch. ambrosioide B. salicifolia, A. sellowiana, L. alba y E.
uniflora. EI AE de S. molle Fr presenté también, alto porcentaje del

monoterpeno oxigenado terpinen-4-ol (20,7 %).

3.3.2. Bioensayos

3.3.2.1. Test de Fase Volatil

Los AEs de C. bonariensis, P. sagittalis, Ch. ambrosioides, B. salicifolia, A.
sellowiana, E. uniflora y L. alba inhibieron totalmente el crecimiento de P.
digitatum (Cuadro 2), durante los 18 dias que durdé la evaluacion. Los
resultados de la verificacion de la viabilidad del hongo realizados al finalizar
el test demostraron el efecto fungicida. No mostraron efectos inhibitorios los
AEs de S. molle H, O. selloi y P. cattleianum, comportandose
estadisticamente igual al control. Sin embargo, el aceite de O. selloi luego de
una semana produjo cambios al patdégeno reduciendo su crecimiento
significativamente (Figura 3). Por ultimo, los AEs de B. dracunculifolia, S.
molle Fr y A. gratissima mostraron una accion inhibitoria intermedia entre el
grupo de aceites de mayor y menor efecto, pero gradualmente fueron

perdiendo su actividad.
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Cuadro 2: Inhibicion in vitro de los aceites esenciales (1000 ppm) sobre la

cepa R20 de Penicillium digitatum, utilizando el método fase volatil.

Tratamientos

Inhibicién (%) del crecimiento de P. digitatum™

Test Fase Volatil — Momentos de evaluacién (dias)

3 5 7 9 11 13 15 18

Conyza bonariensist 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
Pluchea sagittalis t 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
Chenopodium 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
ambrosioides T

Blepharocalyx 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
salicifolia T

Acca sellowiana t 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
Eugenia uniflora t 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
Lippia alba t 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
Baccharis 70b 43b 38bc 34b 31b 32bc 31bcd 30bc
dracunculifolia

Schinus molle Fr 62bc 45b 34bc 32b 31b 27bc 26cde 25cd
Aloysia gratissima 58bc 46b 43b 34b 27bc 26 bc 22cde 21cd
Baccharis trimera 1 41bc 46b 45b 41b 41b 44b 46b 45D
Achyrocline flaccida 32cd 25bc 27cd 28b 29b 31bc 30bcd 30 bc
Psidium cattleianum 8d 7¢c 10e 12cd 13cd 17cd 19de 20cd
Ocimum selloi 5d 5c 12de 25bc 29b 34b 39bc 39bc
Schinus molle H 5d 4c 6e 8d 7d 8d 8e 10d
CV (%) 298 204 144 134 136 159 172 17.8

*LS-means: letras iguales en cada columna no difiere significativamente. T. Tucky, P<0,05.
2 Control = 0 % de inhibicion. ” momentos de la evaluacion, expresado en dias.
1 Efecto fungicida. 1 Efecto antiesporulante.
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Figura 3: Efecto de los aceites esenciales sobre el crecimiento micelial de
Penicillium digitatum, in vitro con el test de fase volatil.

LS-means: igual cantidad de * (asteriscos) en la misma fecha no difiere significativamente
(agrupados en los dvalos), Test de Tucky, P<0,05.

Por otro lado, el aceite de B. trimera redujo significativamente el
crecimiento micelial e impidié totalmente la esporulacion de P. digitatum,

ambos efectos los mantuvo hasta el final de la evaluacion.

3.3.2.2. Tamizado de los AEs

Los resultados de la seleccion basados en la metodologia de difusion,
revel6 a las 48 h que, Unicamente tres AEs de los 15 probados formaron un
halo de inhibicion, impidiendo el crecimiento micelial de P. digitatum. El
tamafio del halo de inhibiciébn producido por los aceites fue, de mayor a

menor, C. bonariensis, Ch. ambrosioides y O. selloi. Estos efectos se
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mantuvieron hasta el sexto dia, sobresaliendo claramente el aceite de C.

bonariensis con un halo de inhibicion mayor.

3.3.2.3. Bioautografia sobre TLC
Los aceites de C. bonariensis y Ch. ambrosioides mostraron halos de
inhibicion que ocupaban casi todo el largo del cromatograma. Esto impidio

identificar las fracciones de compuestos en ambos aceites.

3.3.2.4. Test de Microdilucion en caldo

Las MIC halladas correspondieron a 30, 60 y 500 ppm de los AEs de
Ch. ambrosioides, C. bonariensis y O. selloi, respectivamente (Figura 4). Las
MFC correspondieron a 125 ppm para los dos primeros aceites y 1500 ppm

para el tercero.

100 p—o—o—¢—5—0—9
90 "I .D..
/ R
80 I
3 ! i
°: i / ==& Chenopodium E
© 60 e ambrosioide
Q 0]
l-E o.
£ = & ===~ Conyza
£ 40 bonariensis
30 LeeoH ««@e « Ocimum selloi
20
10
0 T T T T T T T T T 1
0 8 15 30 60 125 250 500 1000 1500 2000
Concentracion de los aceites esenciales (ppm)

Figura 4: Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) de los aceites esenciales
de C. bonariensis (6), Ch. ambrosioides (8) y O. selloi (9) sobre P. digitatum

(10% ufc/mL).

78



3.4. DISCUSION

Las variaciones en la composicion quimicas del AE de una misma
especie vegetal, en general se debe a factores genéticos, bidticos y abioticos
(luminosidad, temperatura, precipitaciones, nutricion, época y hora de
colecta, técnicas de extraccion). Estas alteraciones en los compuestos
mayoritarios podrian influenciar los resultados de pruebas biologicas
(Morais, 2009b). Sin embardo, en este trabajo los aceites reconocidos por
presentar compuestos marcadores de la especie, lo contenian. Fue el caso,
del nerolidol en B. dracunculifolia, del acetato de carquejilo en B. trimera
(Morais y Castanha, 2011; Abad y Bermejo, 2007), del ascaridol en Ch.
ambrosioides (Jardim et al., 2008; Torres et al.,, 2002) y del linalol en
Uruguay para L. alba (Stashenko, 2010).

Los AEs presentaron diferentes grado de inhibicion y del andlisis de la
composicién quimica se puede inferir que los que tuvieron mayor o total
inhibicion presentaron alta proporcién de uno 0 unos pocos compuestos que
de otros, pudiendo ser esta la posible explicaciéon a los resultados obtenidos.
Resultando que los aceites con accion fungicida sobre P. digitatum
presentaron como constituyentes mayoritarios al linalol (B. salicifolia, A.
sellowiana, L. alba), iso-ascaridol (Ch. ambrosioides), 1,8-cineol (P.
sagittalis, B. salicifolia), germacrona (E. uniflora) y metil (Z)-dec-2-en-4,6-
dinoato (C. bonariensis). Los cuatro primeros compuestos, pertenecen a la
familia de los mono y sesquiterpenos oxigenados, esto podria mostrar una

relacion entre la actividad biolégica de los aceites probados y el contenido de
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terpenoides oxigenados. Los AEs con menor efecto sobre P. digitatum, como
el de S. molle H, O. selloi, P. cattleianum y A. flaccida, presentaron altos
contenidos de hidrocarburos terpénicos. Lis-Balchin et al. (1998) implicaron
que aceites con altos niveles de hidrocarburos monoterpénicos,
especialmente a- y B-pineno, a-terpineno, é-terpineno, mirceno, limoneno,
fueron muy activos contra bacterias pero no contra hongos, con alguna
excepcion.

Existe gran variedad de reportes sobre la bioactividad de varios de los
compuestos mayoritarios encontrados en las plantas utilizadas. Son ejempilo,
los compuestos activos 1,8-cineol (mayoritario del AE de varias especies del
género Eucalyptus), limoneno vy linalol (Citrus sinensis), han sido
ampliamente reconocidos por mostrar efectos antimicoticos (Alzate et al.,
2009; Mesa Arango et al., 2004). Sokovi¢ et al. (2012) encontraron actividad
inhibitoria del linalol y 1,8-cineol a muy bajas concentraciones (2.0-3.0
uL/mL) frente a tres dermatomicetes. Dichos autores, establecieron un
posible orden de los compuestos estudiados segun su potencial antifungico y
formaron la siguiente escala: mentol > 1,8-cineol > linalol > alcanfor >
limoneno. Vaillant Flores et al., (2009) probaron el 1,8-cineol frente a
Rhizoctonia solani, concluyendo que este compuesto presenta un
comportamiento inhibitorio menor que el timol y el mentol, a pesar de ser un
potente alelopatico contra malezas y repelentes de insectos. Caccioni y
Guizzardi (1994), que también estudiaron el comportamiento inhibitorio del

1,8-cineol a una concentracion de 1000 ppm sobre P. digitatum, no
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encontraron efectos importantes (< 33 %) sobre el crecimiento micelial y
moderados (33 — 66 %) sobre la germinacion de sus esporas.

El compuesto mayoritario identificado en el aceite de C. bonariensis no
se encontré reportado anteriormente para esta especie por otros autores,
siendo este compuesto posiblemente el responsable principal del efecto
obtenido. Es de destacar que Albuquerque et al. (2004)
encontraron al compuesto metil (Z)-dec-2en-4,6-dinoato dentro de los
constituyentes volatiles mayoritarios del aceite de Baccharis trinervis.
Utilizando el método de difusion en agar dichos autores reportaron
bioactividad del aceite contra las bacterias y hongos testeados (S. aureus, E.
coli, S. choleraesuis, P. aeruginosa, C. albicans), resultando un antecedente
de la posible actividad de esta sustancia, pero para esos microorganismos.
Por otro lado, Zapata et al. (2010) investigaron la actividad antimicética de
AEs de plantas de la familia Asteraceae y clasificaron el efecto de C.
bonariensis como deébil por presentar una MIC superior a 500 pg/ml.
Manzano Santana et al. (2011) luego de determinar la composicion quimica
de este aceite y el efecto antiinflamatorio e inhibitorio del extracto alcohdlico
de las hojas, recomendaron continuar con los estudios clinicos y desarrollar
productos antimicoticos utilizando C. bonariensis. Con respecto a la
composicion quimica y a los resultados obtenidos por el AE de Ch.
ambrosioides, se pudo encontrar coincidencias con otros investigadores. Se

atribuye el amplio espectro de la actividad insecticida y antifiungica de este
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aceite a compuestos como el a-terpineno (Jaramillo et al., 2012) o a los
ascaridoles y p-cimeno (Jardim et al., 2008).

La composicién quimica del AE de E. uniflora es conocida por ser
variable, pero en general muestra predominancia de sesquiterpenos
(Stefanello et al., 2011), confirmandose con lo identificado en este estudio.
Incluso se pudo observar que varios compuestos coincidieron, aunque en
diferente proporcion, con los identificados por Brun y Mossi (2010), quienes
reportaron actividad antimicrobiana del aceite frente a bacterias gram
positivas y negativas. Por otro lado, el contenido de oxido de cariofileno
encontrado en el AE de P. cattleianum, fue bajo (6,1 %) comparado con lo
reportado por Chalannavar et al. (2013), quienes encuentran un 29,5 % de
esta sustancia en las plantas que crecen en Sud Africa. Este compuesto es
reconocido por estar asociado a actividad antifingica y antimicrobial, y por
ser preservativo de comidas, drogas y comestibles. En general, es dificil
relacionar la actividad bioldégica con una sustancia aislada, pudiendo ser
inexacta, debido a la complejidad de la composicion quimica de los AEs y a
sus posibles interacciones entre los compuestos (Atti dos Santos et al.,
2010).

Por dltimo, en el test de fase volatil, el comportamiento inhibitorio
superior del aceite de S. molle Fr frente al de H, ambos con altos contenidos
de monoterpenos hidrocarbonados, podria estar explicado por las
diferencias en los tipos y porcentajes de los compuestos de cada uno.

Posiblemente debido a esas variaciones y a otros factores, fue que Atti dos
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Santos et al. (2010) encontraron actividad antimicotica del AE de hoja de S.
molle, cuyos compuestos mayoritarios eran a-pineno, sabineno y limoneno,
sobre Alternaria spp., Fusarium spp., Collethotricum spp. y Botrytis spp. Otro
aceite que presentd moderada accion inhibitoria (70 %) sobre P. digitatum
fue el de B. dracunculifolia, principal productor del propoleo verde (green
propolis) de origen botanico y con antecedentes de efectos anticariogénica y
bacteriostatico de sus extractos (Abad y Bermejo, 2007). En evaluaciones
sobre las propiedades de su AE demostraron que esta planta presenta
compuestos fungitdxicos sobre el crecimiento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides. Ademas, Abad y Bermejo (2007) mencionan que el principal
compuesto del aceite de B. dracunculifolia, es el sesquiterpeno nerolidol, con
efecto inhibidor del crecimiento de Plasmodium falciparum, agente causante
de la malaria, compuesto aprobado en los Estados Unidos por la agencia
reguladora Food and Drug Administration (FDA).

Zapata et al. (2010) mencionan que no hay criterios estandares para
definir la actividad antimicética de productos naturales, pero utilizaron la
clasificacion propuesta por Holetz et al. (2002). Segun estos ultimos autores,
la actividad antimicrobial de extractos hidroalcohdlicos con una MIC menor a
100 pg/ml era buena, entre 100 - 500 pg/mL era moderada, entre 500 - 1000
pg/mL era débil, y mayor a 1000 pg/mL era inactiva. Utilizando este criterio
para clasificar los AEs, se puede decir que de Ch. ambrosioides y C.
bonariensis presentaron buena actividad antifingica frente a P. digitatum, y

fue débil la accion del aceite de O. selloi. Lo que significa, que los
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compuestos quimicos de los aceites de Ch. ambrosioides y C. bonariensis
resultaron con mayor eficiencia sobre P. digitatum que los de O. selloi, el
cual depende de la concentracion.

Existen diferencias en los resultados encontrados con respecto a los de
otros autores, pero diversos factores podrian explicar la variabilidad en la
actividad antimicética de los productos naturales. Las técnicas utilizadas, la
composicion de los AEs, que varia segun la procedencia geografica y los
hongos evaluados serian algunos de estos factores (Zapata et al., 2010). Sin
embargo, se evidencia que fue la accion combinada de la mezcla de los
compuestos de cada aceite la responsable de la actividad inhibitoria sobre P.
digitatum. Segun Bakkali et al. (2008), los componentes mayoritarios de los
aceites determinan su propiedades bioldgicas, sin embargo es posible que la
actividad sea resultado de un efecto sinérgico con otras moléculas de menor
porcentaje.

En conclusidn, los AEs extraidos de las siete especies siguientes Ch.
ambrosioides, C. bonariensis, P. sagittalis, B. salicifolia, A. sellowiana, E.
uniflora y L. alba, que crecen en forma espontanea en Uruguay, presentaron
compuestos volatiles con capacidad fungicida sobre P. digitatum . Ademas,
los dos primeros aceites mostraron MIC y MFC muy bajas. Estos AEs
podrian considerarse como potenciales alternativas para el control de
enfermedades postcosecha de los citricos, debido a que son naturales y
seguros comparados con los productos quimicos de sintesis. Sin embargo,

existe una gran diversidad quimica entre las especies estudiadas y con las
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que crecen en otras areas reflejando su capacidad de respuesta a las
condiciones del medio ecoldgico, lo que implica que se deba encarar una
sistematizacion en el estudio de las poblaciones para las especies

estudiadas y su respuesta quimica y fungicida.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

Fue posible demostrar, para las condiciones experimentales establecidas
en este trabajo, que existen AEs provenientes de plantas autoctonas con
potencial para el biocontrol de patdégenos de los citricos.

Se encontré AEs con accién fungicida o fungistatica para cada uno de los
patdégenos utilizados, segun la metodologia empleada.

La actividad antifungica de los AEs es consecuencia de la mezcla
compleja de sus compuestos, pero esta afirmacion debe ser demostrada
en un trabajo futuro.

Se observo que los AEs estudiados presentaron mayor capacidad de
ejercer efectos antifingicos mediante la volatilizacion de sus compuestos
gue por difusion.

Se comprobé que un mismo AE puede provocar comportamientos
diferentes a un mismo patégeno, dependiendo de la metodologia que se
aplique, lo que determina que su forma de uso a futuro debe ser validado

in vivo.
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5. CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados obtenidos, muestran que es indiscutible la importancia
de continuar investigando y realizando ajustes en metodologia y dosis
acorde a las caracteristicas de cada aceite esencial. La naturaleza
esencialmente lipofilica de sus componentes determina que, aun siendo
fuertes inhibidores del crecimiento fungico, mostrarian pobre o ningun
resultado en pruebas de difusion al tener baja miscibilidad con el agua (Pauli
y Schilcher, 2007).

Al mismo tiempo, se deberian hacer ensayos in vivo sobre fruta con los
aceites esenciales mas promisorios. En este sentido, es importante recordar
gue una elevada actividad in vitro no es garantia de eficiencia en el control
de enfermedades in vivo, debido a la posible fitotoxicidad de los compuestos
del aceite al hospedero o por no afectar al patdgeno (Rodov et al., 2011;
Tripathi et al., 2004).

La posibilidad de usar los aceites como alternativa a los agroquimicos
tradicionales, no implicaria necesariamente eliminar éstos ultimos. Con el fin
de disminuir dosis, y en consecuencia reducir niveles de residuos en fruta y
de controlar cepas resistentes, seria necesario evaluar posibles mezclas con
algunos fungicidas sintéticos seleccionados.

Una vez ajustada in vivo la dosis efectiva del o de los aceites
seleccionados por la efectividad de sus compuestos volatiles y la
compatibilidad con agroquimicos, se podrian plantear ensayos a nivel
industrial. En esta etapa se debera plantear la posibilidad de utilizarlos en
dos momentos:

e uno seria en el momento en que la fruta que ingresa a las camara de
desverdizado, luego de la cosecha, periodo éste en el que ocurre
importantes pérdidas, con el propésito de bajar el nivel de incidencia de la
enfermedad.
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e el otro momento corresponderia al almacenamiento de la fruta
transportada en contenedores a su destino final, donde el objetivo seria la
conservacion de la calidad de la fruta, evitando ingreso o avance del
patégeno.

En ambos casos, la camara o contenedor de fruta debera contar con un
mecanismo de liberacion del aceite esencial, ya existiendo esta posibilidad
en aquellos contenedores que presentan el sistema de liberacién de ozono
incorporado manteniéndose los demas parametros, temperatura, humedad

relativa y renovacion del aire.
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7.1. INTRODUCCION

Cuadro 1. Principales enfermedades que afectan a los citricos en Uruguay,

manejo sanitario y problemas vinculados al patégeno en la postcosecha.

Manejo @ Problemas en

Patbégeno Agente causal Enfermedad L
sanitario postcosecha
Phyt(_)phthora Gomosis Portainjerto R
citriphtora
Diaporthe citri .
(Phomaopsis citri) Melanosis M
Alternaria citri Alternaria Mi
Elsinoe fawcetti .
. : Sarna Mi Cuarentenaria
Hongos Elsmqe aust.ralls ’
Guignardia Largo periodo
- Mancha ) L
citricarpa neara Mi de incubacion
(Phyllosticta citricarpa) 9 Cuarentenaria
- N° fungicidas
Pe_nl_cnllum Moho verde MI (CQ) Residuos
digitatum ) ;
Resistencia
Penicillium italicum Moho azul Ml (CQ) N fun'g|C|das
Residuos
Bacterias Xanthomonas_ . Cancro citrico MI Cuarentenaria
axonopodis pv. citri
Citrus Tristeza Virus Tristeza Portainjerto R
Virus Material
Citrus Psorosis Virus Psorosis ateria
sano
Viroides Citrus Exocortis Viroid Exocortis M:;(re]gal

% R: portainjertos resistentes; MI: manejo integrado, (CQ): con énfasis en control quimico.
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7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Material vegetal

Cuadro 2. Especies vegetales descartadas y sus motivos.

Iy Especie Nombre Org. *® . b
Familia vegetal vulgar Utilizado Motivo del descarte
Laboriosa y escasa obtencién
Anacardiaceae | Schinus molle | Anacahuita | Raquis del material para destilar, pero
altos rendimientos (1%)
Ap|||um_ _ApIO’ Semilla Disponibilidad de material
Apiaceae sellowianum cimarrén _ -
Eryngium . . Muy bajo rendimiento (0.01%),
; Caraguata Hojas . e . -
horridum material de dificil manipulacién
Ambrosia : Bajo rend. (0.1%) e insegura
o Altamisa p.a. . ey :
tenuifolia identificacién de la variedad
Asteraceae - — ——
Senecio Senecio Hojas Produccion de gas toxico y
grisenbachi rendimiento bajo (0.09)
Acacia caven Espinillo Flores Muy bajc_> rend., resinoso y de
laboriosa manipulacion
Fabaceae — -
Bauhinia Pata de . Muy bajo rend. y extenso
: Hojas : -
candicans vaca tiempo para extraccion (4 h)
Hyptis Verbena a Bajo rendimiento (0.16 %) e
. floribunda negra P-a. insegura identificacion
Laminaceae -
Salvia Salvia azul a Rendimiento despreciable
guaranitica p-a. P
Acca Guayabo . Las pr;meras i{(penenmas en ]
sellowiana del pais Hojas |extraer el AE se hizo con muestrag
procedentes de INIA SG
Eugenia De primavera: AE verde,
uni?lora Pitanga hyf descartado por ser diferente al
Myrtaceae de verano: AE rojo.
Hexachlamy _ Flores Se pasé la fecha de la florac.
edulis Ubajay . . .
Hojas Sin rendimiento (0%)
Mrrcianthes Guaviyu Hojas Bajo rendimiento (0.07 %)
pungens
i 0
Sapindaceae Allophyllus Chal chal Hojas Bajo rend. (0.2 /o)_y}fal';a de
edulis antecedentes antifingicos
Lz?ntana Lantana hyf Bajo rendimiento (0.08 %)
camara
Lantana : . - 0
Verbenaceae | montevidensis Lantana lila hyf Bajo rendimiento (0.15 %)
Diferente origen (silvestre),
Lippia alba Lipia hyf podria variar composicion, altos

rendimientos (> 2 %)

2 Org.: 6rgano utilizado, p.a.: parte aérea, h y f: hojas y flores. ° rend.: rendimiento en AEs.
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Figura 2. Achyrocline flaccida: planta, secado y AE de flores.
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Figura 4. B. trimera.
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Figura 5. Conyza bonariensis: plantas, material secado y AE.
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Figura 6. Pluchea sagittalis: plantas y AE.
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Figura 7. Chenopodium ambrosioides: planta, inflorescencias y AE.
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Figura 8. Ocimum selloi: plantas florecidas, molienda y AE.
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Figura 10. Acca sellowiana: arbol, flores y secado del material.
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Figura 12. Psidium cattleianum: &rbol, de hojas y frutos, secado del material.
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Figura 14. Lippia alba: rama, detalle de hojas y flores, AE.
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7.2.2. Bioensayos

7.2.2.1. Test de Fase Volatil

Figura 15. Pasos para la preparacion del TFV con P. digitatum.
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7.2.2.2. Test de Dilucién en Agar

Figura 16. Protocolo de preparacion para el TDA con G. citricarpa.
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7.2.2.3. Test de Microdilucion en caldo
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Figura 17. Protocolo deI armado de las placas ‘para reallzar el Test de
Microdilucion en caldo para P. digitatum.
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Protocolo Microdilucion para evaluar sustancias naturales (MIC)

1) Materiales por aceite esencial y cepa del patégeno a testar:

1 placa de ELISA (96 pocillos) estéril de fondo plano, 24 Eppendorf de 1,5
mL estériles, 10 mL de DMSO estéril, 12 mL de PDB estéril, suspension de
esporas del hongo (10* ufc/mL), cantidad necesaria de tips estériles de
1000, 200 y 2 uL, camara de Neubauer, microscopio, soporte para Ellendorf,
agua tritonada (0,01 %), 4 placas con PDA para recuento del hongo.

2) Procedimiento:

Colocar en el soporte para Eppendorf 2 filas (A y B) con 12 tubos de 1,5
ml. En la fila A colocar en el tubo 1= 925 uL de DMSO y 500 uL en los tubos
del 2 al 12. En el tubo 1 completar (1000 pL) con 75 uL del AEs a testar,
mezclar bien y transferir 500 pL de la suspension del tubo 2 al 3, cambiando
de tips en cada trasferencia repetir el procedimiento desde el tubo 3 al 10.
En la fila B colocar 900 uL de PDB en los tubos del 1 al 12. Tranferir 100 pL
de la suspension de los tubos de la fila A a sus homoénimos de la B,
cambiando el tips para cada transferencia, tapar todos los Eppendorf.

Realizar una suspensioén de esporas (no menos de 5 mL) y ajustar al
6rden de 10* ufc/mL, mediante recuento en camara de Neubauer o lectura
de absorbancia (P. digitatum: abs. 625, blanco 0,000, concentracién 10° =
0,100). Posteriormente realizar una dilucién al décimo y sembrar en placas
con PDA 10 y 100 mL de esta suspension (2 placas por cada dilucion).

En la placa de ELISA sembrar 100 uL de la suspensién de cada tubo de la
fila B de los Eppendorf en la columna homénima de la placa (completar los 8
pocillos por tubo). En los pocillos de las 4 filas superiores (A-D) completar
con 100 uL de la suspensién del hongo y en las 4 filas inferiores (E-H) con
100 pL de agua tritonada. Sellar la placa e incubar en las condiciones

ideales para el crecimienro del patégeno a testar.
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7.3. RESULTADOS

7.3.1. Bioensayos con Guignardia citricarpa

7.3.1.1. Test de Fase Volatil

Figura 18. TFV, resultados a los 40 dias, AE vs. Control (derecha de
c/placa), orden: S. molle H, S. molle Fr, A. flaccida, B. dracunculifolia, B.
trimera, C. bonariensis, P. sagittalis, Ch. ambrosioides, O. selloi, B.

salicifolia, A. sellowiana, P. cattleianum, A. gratissima y L. alba.
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7.3.1.2. Test de Dilucién en Agar

Figura 20. TDA crecimiento de G. citricarpa a los 30 dias (segunda fecha),
de derecha a izquierda: Control, S. molle H, S. molle Fr, A. flaccida, B.
dracunculifolia, B. trimera, C. bonariensis, P. sagittalis, Ch. ambrosioides, O.
selloi, B. salicifolia, A. sellowiana, P. cattleianum, A. gratissima y L. alba.

Figura 21. Inhibicidn de la esporulacion de Guignardia citricarpa por el AE de
Conyza bonariensis (C.b) en comparacion con el tratamiento Control (C).
Test de Fase Volatil (A), Test de Dilution en Agar (B).
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7.3.2. Bioensayos con Penisillium digitatum

7.3.2.1. est de Fase Voléti )
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Figura 24. TFV con P. digitatum al final de la evalucion.
T: Control, 1: S. molle H, 2: S. molle Fr, 3: A. flaccida, 4: B. dracunculifolia, 5:
B. trimera, 6: C. bonariensis, 7: P. sagittalis, 8: Ch. ambrosioides, 9: O. selloi,

10: B. salicifolia, 11: A. sellowiana 13: P. cattleianum y 14: A. gratissima y
15: L. alba.
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7.3.2.2. Tamizado de los AEs - Bioautografia/TLC

Figura 25. Tamizado de los 15 AEs con P. digitatum (10* ufc/mL) y halos
inhibitorios de C. bonariensis (6), Ch. ambrosioides (8) y O. selloi (9).

Figura 26. Camara de corrida de las TLC (A), cromatogramas revelados (B)

y placas de Petri conteniendo la Bioautografia sobre TLC (C).

Figura 27. Bioautografias/TLC, AEs de C. bonariensis (6), Ch. ambrosioides
(8) y O. selloi (9) mostrando inhibicion sobre P. digitatum (48 h).
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