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INTRODUCCION

Los citricos son considerados por muchos
autores como malos hospederos para las moscas
de los frutos. Estudios en campo permitieron pro-
poner al limonero (Citrus limon (L.) Burman)
como especie practicamente inmune al ataque la
mosca del Mediterrdneo, Ceratitis capitata
(Wiedemann), (Quayle, 1914; Bodenheimer,
1951), llegando incluso a cuestionarse su condi-
cién de hospedero.

Back y Pemberton (1915) sugirieron que la
resistencia ofrecida por los citricos estaba relacio-
nada, entre otras causas, a diversos componentes
de las glandulas de aceite esencial presentes en la
cascara (albedo y flabedo). Estas, al romperse
liberan compuestos téxicos para los huevos y lar-
vas de los primeros estadios. Los principales res-
ponsables de la mortalidad observada son los
componentes volatiles, especialmente los mono-
terpenoides oxigenados, como el citral (Greany
et al., 1983). En el caso de los limones, la mayor
toxicidad estaria relacionada a una mayor con-
centracion de dichos compuestos. No hay estu-
dios que evaluen la toxicidad de otros compues-
tos también presentes en la cascara.

Se observé también que la susceptibilidad de
los citricos al ataque de C. capitata varia de acuer-

do al grado de senescencia de los frutos y a la
especie frutal; siendo posible el desarrollo en
limones sobremaduros (Quayle, 1914). Aun no
hay estudios que permitan explicar la disminu-
cién de la resistencia ofrecida.

El presente trabajo tuvo como principales
objetivos identificar la presencia de compuestos
toxicos en el aceite esencial de las glandulas de la
cascara del limoén y analizar el efecto del tiempo
de estacionamiento poscosecha en la resistencia
que ofrece esta fruta al ataque de C. capitata.

MATERIALES Y METODOS

La toxicidad de los compuestos presentes
en el aceite esencial de las glandulas de la
cascara de limoén, se evaludé mediante bioen-
sayos sobre huevos y larvas extrayendo el
aceite con diferentes solventes. Ademas, se
evalué la mortalidad de huevos y larvas con
el extracto de aceite esencial de la cascara
del [imoén con mayor efecto biocida obtenido
a partir de limones con diferentes dias de
estacionamiento. Posteriormente se determi-
né la composicion porcentual de ciertos com-
puestos y su fluctuacion a medida que pasa-
ban los dias de poscosecha. Finalmente, se
adicionaron algunos de dichos compuestos a
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los extractos obtenidos de limones con dis-
tintas fechas de estacionamiento y se deter-
miné el agente causal de la mortalidad larva-
ria.

Extracciones

Para extraer el aceite esencial de la casca-
ra de limén se utilizaron dos metodologias.
En la primera se obtuvieron dos fracciones
mediante arrastre de vapor: una fraccién
soluble y una insoluble. Para ello, se extrajo
la cascara de un kilo de frutos recién cose-
chados, se la corté en trozos pequefios y
colocd en un destilador durante dos horas y
media, recuperandose aceite y agua. Se
separ6 el aceite del agua con éter etilico
monodestilado y sales de sulfato de sodio
anhidro, logrando separar las dos fases,
agua - aceite mas éter etilico; esta ultima
mezcla se colocd en un rotavapor para sepa-
rar el aceite del solvente, colocandose el
mismo en un frasco con sales de sulfato de
sodio anhidro hasta completar la deshidra-
tacion y asi se conservo en el freezer. En el
otro caso, las extracciones se realizaron
mediante arrastre con solventes de polari-
dad decreciente (exano, acetato de etilo y
metanol), obteniéndose tres fases, una
correspondiente a cada solvente. Para ello,
se cosechd un kilogramo de frutos, se rallé
la cascara y se la colocé en exano por una
semana. Cumplido el tiempo, se filtré la
maceracién, y por un lado, se recuperé el
exano de la maceraciéon por rotavapor y la
fraccion extraida se conservé a -20 °C. Por
otro lado, se tomd la maceraciéon y se la
colocd en campana de desecacién durante 3
horas para permitir la evaporaciéon de los
vestigios de exano que hubiesen quedado.
Luego se la colocéd con acetato de etilo y se
dejé6 macerar una semana. Cumplido este
tiempo, se filtré el producto, se recuperé el
solvente y se lo conservé. Por ultimo, se uti-
liz6 metanol para agotar la muestra, sepa-
rando las sustancias quimicas de mayor peso
molecular, siguiendo el mismo procedimien-
to.

Bioensayos

Una vez obtenidas las distintas extraccio-
nes se procedié a evaluar la actividad biolé6-
gica de cada una de ellas, impregnando
rebanadas de limones y colocando huevos
con 24 horas de desarrollo embrionario
sobre las mismas. Se trabajé con una concen-

tracién de 250 ppm. en los diferentes extrac-
tos. Las rebanadas se colocaron individual-
mente en cajas de Petri tapadas con papel
film perforado, las cuales se llevaron a dese-
cador por 30 minutos para evaporar el sol-
vente. En cada rebanada se sembraron 20
huevos. El testigo fue tratado sélo con el sol-
vente, sembrandose también 20 huevos por
rebanada. Las rebanadas con huevos se incu-
baron a 25 °C durante seis dias, para favore-
cer el desarrollo embrionario y larvario.
Pasado ese tiempo, se revisaron las rebana-
das bajo microscopio estereoscépico y, con la
ayuda de alfileres entomolégicos, se conto el
numero de huevos en los cuales no emergie-
ron larvas, el nimero de coriones (i.e. huevos
de los que emergieron larvas) y las larvas
vivas y muertas. Cada rebanada de limén se
tomo6 como una repeticion, realizandose diez
repeticiones para cada extracto y cinco repe-
ticiones para el testigo.

Efecto del estacionamiento de los frutos

en la toxicidad del aceite esencial

Para determinar el efecto del poder larvi-
cida del extracto etéreo de limones con dife-
rentes tiempos de estacionamiento desde la
cosecha, se cosecharon limones y se los esta-
cionaron a 25 °C. Semanalmente y durante
dos meses, se realizaron extracciones y con la
fracciéon soluble se procedio a evaluar la toxi-
cidad mediante bioensayos con el mismo
procedimiento descrito anteriormente.

Identificacion de los compuestos respon-

sables de la toxicidad

Con el interés de determinar cudl o cuales
de los constituyentes que componen el acei-
te esencial son biolégicamente activos en
relacién a la mortalidad de huevos y larvas,
se procedié a realizar un andlisis con espec-
trometria de GC-MASA de las fracciones solu-
bles extraidas en limones con distintos tiem-
pos de estacionamiento. De esta forma se
identificaron distintos compuestos, se estimo
la concentracién de cada uno de ellos y se
determiné la fluctuacién en funcién del
tiempo de estacionamiento poscosecha.
Posteriormente se realizaron extracciones en
limones con distintos tiempos de estaciona-
miento poscosecha y se les adicionaron com-
puestos presentes en el aceite esencial para
determinar si ello lograba recuperar la toxi-
cidad observada en los extractos de limones
recién cosechados.
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Andlisis de datos

Las variables analizadas fueron viabilidad de
huevos y mortalidad de larvas. La primera se
calculé como el niumero de huevos de los que
emergieron larvas dividido el total de huevos
sembrados por rebanada (es decir 20). La mor-
talidad de larvas se estimé como el niUmero de
larvas muertas dividido el total de larvas pre-
sentes por rebanada. El efecto de las distintas
fracciones sobre ambas variables fue analizado
mediante un analisis de la varianza (ANOVA).
Cuando el ANOVA resulto significativo las com-
paraciones entre grupos se realizaron mediante
la prueba de Tukey. Para cumplir con el supues-
to de homogeneidad de varianza, se transfor-
maron los datos mediante la raiz del arcoseno.

Efecto de los distintos extractos de las glandu-
las de aceite esencial sobre eclosién y viabilidad
larvaria.

En la Tabla 1 se presenta la viabilidad de
huevos y la mortalidad de larvas de C. capitata
causada por los diferentes extractos del aceite
esencial del limén y el testigo. En ambos casos
se encontraron diferencias significativas entre
los distintos extractos y el control (F = 8,20; gl =
5; P < 0,0001 para viabilidad de huevos y F =
80,3; gl = 5; P < 0,0001 para mortalidad de lar-
vas). Si bien ambos estados de desarrollo fueron
sensibles a los distintos extractos, la mortalidad
fue mucho mayor en larvas, llegando a superar
en la fraccion soluble el 95%.

Viabilidad de huevos y mortalidad larva-
ria segun el tiempo de estacionamiento
poscosecha de los limones.

Cuando se evalué la mortalidad en huevos y
larvas en la fraccién soluble de limones con dis-
tintos tiempos de estacionamiento poscosecha
se observé que el efecto téxico sobre las larvas

disminuia a medida que transcurria el tiempo
de estacionamiento poscosecha (Tabla 2, Fig 1).
Los extractos realizados en limones recién cose-
chados mostraron una mortalidad de larvas de
un 98,1 % mientras que los extractos de limones
con siete semanas de estacionamiento poscose-
cha mostraron una mortalidad de larvas de un
22,5 %, siendo estas diferencias estadisticamen-
te significativas (F = 189,5; gl = 8; P < 0,0001).

Fluctuacion de los distintos compuestos
presentes en el aceite esencial del limén en
funcién del tiempo de estacionamiento pos-
cosecha de los frutos.

Se observé que ciertos compuestos disminu-
ian a medida que pasaba el tiempo (Tabla 3). El
neral, geranial y las cumarinas llegaron a valo-
res menores al 50% de la concentracién inicial
(Fig. 2), mientras que los otros compuestos no
disminuyeron en forma tan pronunciada. A su
vez, se pudo ver que esta disminucién se dio
principalmente entre la primera y la segunda
semana de estacionamiento.

Analisis y confirmacion de los compuestos

responsables de la mortalidad larvaria

Para confirmar si el neral, el geranial y la
cumarina eran los responsables de la mortali-
dad observada en las larvas, se realizaron
extracciones a limones con distintas fechas de
estacionamiento, se les adiciond cumarina vy
citral (mezcla natural de los isdbmeros neral +
geranial) y se evalué la toxicidad mediante
bioensayos como los realizados anteriormente.
En vistas del potencial efecto sinérgico del lina-
lol, se evalué también el efecto de este com-
puesto junto con la cumarina. La adicion de los
compuestos recuperé la capacidad larvicida de
los extractos en limones con mas de dos sema-
nas de poscosecha (Tabla 4). Asimismo, el linalol
potenci6 el efecto de las cumarinas.

Tabla 1: Efecto de los distintos extractos del aceite de la glandula esencial de limén sobre la viabilidad de huevos y larvas de

C. capitata.
Extracto Viabilidad huevos (%) Mortalidad larvaria (%)
Acetato de etilo 85,50 + 1,57 a 93,08 + 1,84 ¢
Exano 84,00 + 1,63 a 71,18 + 6,60 b
Metanol 85,00 + 1,29 a 9411 + 1,73 ¢
Fraccion insoluble 77,00 + 3,67 a 93,78+ 2,12 ¢
Fraccion soluble 84,50 + 2,03 a 97,49 + 1,68 c
Testigo 9400+ 1,63 b 264+ 1,15a
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Media + error estandar. Para cada extracto se analizaron diez repeticiones con 20 huevos cada una de ellas. Los valores sequi-
dos de una misma letra dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Prueba de Tukey, P < 0,05).
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Tabla 2: Efecto del extracto etéreo de limones con distintos tiempos de estacionamiento poscosecha sobre la viabilidad de hue-
vos y larvas de C. capitata.

Estacionamiento L . .
Viabilidad huevos (%) Mortalidad larvaria (%)
(semanas)
0 92,33 + 1,45 ab 98,95 + 0,56
1 93,33 + 1,16 ab 95,77 + 1,38
2 88,00 + 1,36 a 81,91 + 2,44 S
3 88,67 + 2,21 a 68,54 +242 d
4 88,00 + 2,06 a 74,75 + 2,30 de
5 92,33 + 0,67 ab 61,66 + 3,27 d
6 90,33 + 1,03 a 36,18 + 2,24 ¢
7 90,33 + 1,03 a 2250+2,78 b
Testigo 9533+ 1,14 b 346+ 121a

Media + error estandar. Para cada extracto se analizaron diez repeticiones con 20 huevos cada una de ellas. Los valores seqgui-
dos de una misma letra dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Prueba de Tukey, P < 0,05).

Tabla 3: Constituyentes del aceite esencial del limdn y sus concentraciones en limones con distintos tiempos de poscosecha.

Semanas poscosecha

Compuesto
0 1 2 3 4 5 6 1
(-bergamoteno 0,56 0,67 0,45 0,54 0,51 0,43 0,61 0,48
Q-pineno 1,02 0,92 1,16 1,03 1,31 1,42 1,08 1,30
Q-terpinol 0,33 0,36 0,24 0,28 0,27 0,25 0,30 0,25
ﬂ-bisaboleno 071 0,84 0,52 0,63 0,61 0,51 0,79 0,60
ﬂ-mirceno 0,97 0,97 0,98 1,01 1,01 0,98 0,95 0,96
[B-pineno 8,72 8,68 9,25 8,74 1053 1212 9,93 11,28
3-careno 843 834 742 7,88 8,28 8,35 9,05 824
Cariofileno 0,36 037 0,22 0,28 0,28 0,24 0,36 0,24
Cumarina 022 021 0,04 0,05 0,05 0,05 omn 0,09
Geranial 1,49 1,28 0,60 0,78 0,78 0,78 0,74 0,78
Geraniol 0,09 0,16 0,06 0,10 0,09 0,07 0,14 0,08
Limoneno 74,28 73,93 76,73 75,89 73,50 72,02 72,98 7297
Linalol 0,09 0,10 0,07 0,08 0,09 0,07 on 0,07
Neral T 0,90 0,47 0,59 0,63 0,59 0,54 0,63
Nerol 045 0,62 0,41 0,48 0,45 0,40 0,66 0,45
100,00 100,00 . ——o—— Neral
= 80,00 %
< T; 80,00
;—% 60,00 g
§ = 600
‘Eg 40,00 1 %
S 4000
20,00 °
20,00 A" """" A “
0,00 * T
Testigo 0 1 2 3 4 5 6 7
0,00
Estacionamiento poscosecha 0 1 2 3 4 5 6 7
(semanas) Estacionamiento poscosecha (semanas)

Figura 1: Mortalidad larvaria evaluada del extracto soluble del aceite de Figura 2: Concentracion porcentual del neral, geranial y cumarina en el
la glandula esencial de limones con distintos tiempos de estacionamien- aceite de limones en funcion del tiempo de estacionamiento poscose-
to poscosecha. cha.
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Tabla 4. Efecto de la adicion de distintos compuestos en el extracto etéreo de limones con distintos tiempos de estacionamiento poscosecha sobre
la mortalidad larvaria de Ceratitis capitata.

Mortalidad larvaria (%)
Estacionamiento

(semanas) oe EE + cumarina EE + eUmarinasS e Ll EE i G Testigo
+ linalol + citral (T5)
0 979+07 aA  962+11 aA 989+06 aA 953+11aA 982+06 aA 33+10¢g
1 958+ 14 aA  936+18 aA  975+09 aA  935+14 aA  965+07 aA 24+07 g
2 799+27 bB  930+12 aA  982+10aA 931+10aA 982+06 aA 28+09 g
3 639+26 cD 885+19 aC 982+07 aA 923+18 aA 985+06 aA 23+09 g
4 66,7+22 cC 786+23 bB 989+06 aA 938+14 aA 975+06 aA 27+08 g
5 509+32 dC  778+21 bB  986+08 aA 91,4+19 aA 972+08 aA 31+07 g
6 362+22 eC 686+22cB 985+08 aA 929+12 aA 961+13 aA 31+09 g
7 205+1,7 fC 546+23 dB  972+10 aA 899+13 aA 956+ 1,1 aA 27+08 g

Media + error estandar. Para cada extracto se analizaron 15 repeticiones con 20 huevos cada una de ellas.

EE: Extracto etéreo.

Los valores seguidos de una misma letra minuscula no difieren estadisticamente (Prueba de Tukey, P < 0,05). Las letras mayusculas corresponden a
las comparaciones multiples realizadas para cada extracto.

Tomado de Salvatore, A., S. Borkosky, E. Willink and A. Bardon. 2004. Toxic effects of lemon peel constituents on Ceratitis capitata. J. Chem Ecol.

30: 323-333.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este capitu-
lo permiten concluir que:

1. Los componentes de la cascara de limén
tienen un efecto téxico sobre huevos y larvas.

2. Este efecto es mas fuerte en larvas que
en huevos.

3. En los extractos de limones estaciona-
dos por varias semanas luego de la cosecha la
mortalidad larvaria disminuye.

4. Ciertos aldehidos, como el citral (neral
y geranial), y cumarinas disminuyen su con-
centracion a medida que pasa el tiempo de
estacionamiento de la fruta.

5. La adicion de citral, cumarina y linalol
recupera el efecto larvicida en extractos rea-
lizados en limones con varias semanas de
poscosecha.

6. Estos compuestos son los agentes cau-
sales de la mortalidad en las larvas.

7. Lo expuesto demuestra que el limoén
presenta mecanismos naturales de resistencia
quimica al ataque de C. capitata.
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