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1. Introduccién
La mancha negra de los citricos es una enfermedad que afecta fruta de todas las

variedades de interés comercial, aunque las naranjas del grupo de las Valencias y los
limones son considerados cultivos mas sensibles. La fruta es susceptible por
aproximadamente 24 semanas luego de la caida de pétalos (Kotzé, 1981). Presenta un
largo periodo de latencia desarrollando los sintomas en etapas cercanas a la madurez e
inclusive luego de la cosecha, durante el periodo de transporte (Kotzé, 2000). La
enfermedad presenta varios tipos de sintomas, pero algunos de ellos no producen
estructuras reproductivas. Por tanto, no todas las lesiones sobre la fruta tienen el mismo
riesgo de transformarse en fuentes de inoculo de la enfermedad. En el caso de las
lesiones que presentan estructuras reproductivas (picnidios), bajo ciertas condiciones de
humedad y temperatura, pueden liberar esporas (Kotzé, 1981) que se dispersan a corto
plazo por el salpicado de agua. Por ello, la fruta infectada es considerada de bajo riesgo
para la dispersion de la enfermedad a larga distancia (Whiteside, 1967). A pesar de ello,
el marco regulatorio de la Unién Europea rechaza toda fruta con sintomas, con el
argumento que puede ser una via de entrada de la enfermedad (Council directive
2000/29/EU). Desde el manejo del riesgo, entre otras cosas, se deberia considerar el tipo
de lesion y la presencia o el potencial de produccién de estructuras reproductivas con
inoculo viable sobre las mismas. Con el propdsito de incorporar herramientas que
contribuyan a disminuir el riesgo de dispersion de la enfermedad a través de la fruta, se
evaluo el efecto de dos aceites esenciales en la inhibicion de la reproduccion del hongo.

2. Materiales y Métodos

2.1 Aceites esenciales.

Se evalud el efecto de los aceites esenciales obtenidos de Conyza bonariensis y
Chenopodium ambrosioides. Estos aceites fueron seleccionados siguiendo los resultados
obtenidos previamente en estudios in vitro (Lombardo et al., 2016).

2.2 Ensayos sobre lesiones retiradas de las frutas

Las evaluaciones fueron realizadas en frutas de naranja Valencia y de limones con
sintomas de mancha dura sin la presencia de estructuras reproductivas (picnidios). Las
lesiones (8 mm de didmetro x aprox. 5 mm de profundidad), fueron removidas de las frutas
con la ayuda de un sacabocado y desinfectadas superficialmente con alcohol durante 30
s y luego 1 min con hipoclorito de sodio (5% v/v). Inmediatamente fueron enjuagadas 3
veces con agua destilada estéril y fueron secadas sobre papel de filtro en condiciones de
asepsia. Seis lesiones fueron colocadas en placas de Petri conteniendo una solucion
estéril de 1% (w/v) de agar agua apoyando el flavedo en el medio sélido. Para evaluar el
efecto de la fase liquida de los aceites esenciales, una gota de 0.01 mL del aceite esencial
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fue colocado sobre la lesién, mientras que para evaluar el efecto de la fase volatil el aceite
esencial 0.1% (w/v) fue colocado sobre un porta objeto ubicado en el medio de la placa de
Petri. Los controles se prepararon de idéntica manera pero no estuvieron expuestos a los
aceites esenciales. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento (18 lesiones en total) y el
experimento se repiti6 2 veces. Las placas fueron selladas con parafim® y se
mantuvieron durante 7 dias a 25°C con un ciclo de 16 h luz y and 8 h oscuridad. La
presencia/ausencia de estructuras reproductivas fue evaluada en cada lesién y cuando
presentes, el nimero de esporas fue cuantificado utilizando una camara de Neubauer.
Para ello, la suspension de esporas fue preparada colocando los discos con estructuras
reproductivas en tubos de vidrio conteniendo 5 mL de agua tritonada Triton-X-100 (0.01%
w/v) que fueron agitados por 2 min con un vortex mixer.

2.3 Ensayo en condiciones semi-comerciales

Se formaron grupos de 60 frutas de naranja Valencia, colocando 40 frutas sanas y
20 frutas con sintoma de mancha dura sin estructuras reproductivas. Cada grupo de frutas
se colocdé en cajas telescépicas de cartdn que previamente habian sido tratadas
humedeciendo las caras internas de las cajas con la misma concentracién de aceite
esencial para obtener concentraciones de 0.01 y 0.05% (w/v) en relacién al volumen de la
caja. Los controles se trataron de la misma forma, pero no fueron expuestos al aceite
esencial. Las cajas fueron almacenadas por 20 dias a 5°C y oscuridad y posteriormente
fueron expuestas a temperatura ambiente (25°C +2) por 7 d. La presencia de estructuras
reproductivas se observd después de la exposicidn a las temperaturas mencionadas
anteriormente. En el caso de resultados positivos, la presencia de picnidios y el numero de
esporas fue cuantificada. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento (60 frutas enfermas)
y el experimento se repitié dos veces.

3. Resultados

3.1. Ensayo sobre lesiones retiradas de las frutas.

Los aceites esenciales evaluados no inhibieron significativamente la formacion de
estructuras reproductivas cuando fueron colocados directamente sobre la lesion (fase
liquida). Sin embargo, en fase vapor, ambos aceites fueron efectivos. El aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides inhibid 100% la reproduccion del patégeno en ambas
especies evaluadas. El aceite esencial de Conyza bonaerensis también redujo
significativamente la esporulaciéon del patégeno comparado con el control, pero con un
efecto menor que el aceite esencial de Ch. ambrosioides (Tabla 1). Se destaca, que el
desarrollo de otros hongos contaminantes comunes de la fruta tales como C.
gloeosporioides y Fusarium sp., fueron inhibidos completamente.
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Tabla 1. Efecto in vivo de la fase volatil de los aceites esenciales de Ch. ambrosioides y
C. bonaerensis (0.1% w/v) en la produccién de esporas de P. citricarpa sobre lesiones de
mancha dura en fruta de naranja Valencia y limon.

Limén Naranja
Tratamiento Produccién de esporas (Log SN3+1)°
Ch. ambrosioides 0.00 a 0.00 a
C. bonaerensis 3.66 b 1.96 b
Control 4.85c¢c 431c
CV (%) 11.33 60.37

aSN = numero de esporas. "Medias con la misma letra en cada columna no se diferencian
significativamente p < 0.05 (Tukey). El numero de esporas (SN) fue transformado (Log
SN+1).

3.2 Ensayo en condiciones semicomerciales

El hongo no se reprodujo mientras la fruta estuvo almacenada a temperatura fria
(5°C). No obstante, luego de 7 dias a temperatura ambiente, se observaron estructuras
reproductivas en todos los tratamientos. El aceite esencial de Ch. ambrosioides redujo
significativamente la produccion de picnidios. El mejor tratamiento (40% de inhibicion
comparado con el control) se obtuvo aplicando una concentracién de 0,05% (v/w) (Tabla
2).

Tabla 2. Efecto del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides en la reproduccién de
P. citricarpa sobre lesiones de mancha dura en naranjas Valencia después de 20 dias de
almacenamiento a 5°C y un periodo de 7 dias a temperatura ambiente (25 £2°C).

Temperatura
5°C Ambiente
Concentracion de aceite esencial (%) Produccion de picnidios(%)3
0.01 0 35b
0.05 0 19 a
Control 0 59 ¢

aCada valor representa la media de 3 repeticiones. °Medias con la misma letra en
cada columna no se diferencian significativamente p < 0,05 (Tukey).

4. Conclusiones y Perspectivas

El mantener la cadena de frio durante todo el periodo de transporte a
temperaturas menores o iguales a 5°C es una medida de manejo adecuada para evitar,
durante el periodo de transporte, la produccién de estructuras reproductivas del patégeno
sobre frutas con sintomas de mancha dura.

La posible dispersion de la enfermedad a través de la fruta puede ser mitigada si
durante el periodo de comercializacion es acompafiada de compuestos fumigenos que
inhiban la reproduccién del patégeno como lo demostramos con el aceite esencial de Ch.
ambrosioides.
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Continuamos trabajando en conjunto con la industria nacional con el propdsito de
desarrollar formulaciones de uso comercial para el control, no solo de mancha negra, sino
para otros patégenos de poscosecha de citricos.
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