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Resumen

En el estudio se evaluo el efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento de extractos etanélicos (EE) de
Lantana camara L. (Verbenacea) y Heliotropium indicum L. (Boraginaceae) sobre Colletotrichum gloeosporioides.
Los EE se almacenaron durante 1 afilo a 8 £ 2 y 26 = 2 °C. Cada 2 meses se diluyeron en agar papa dextrosa
(PDA) a concentraciones de 0, 0.5, 1y 1.5% (v/v) sobre las cuales se coloco el hongo para medir la inhibicion del
crecimiento micelial (ICM) y la esporulacion (IE); y en microcultivos en PDA, la germinacion de conidios. Los EE
almacenados a 8 £ 2 °C conservaron su efectividad durante 12 meses en todas las variables evaluadas, mientras
que aquellos a 1.5% de concentracion a 26 + 2°C comenzaron a perder su efectividad a los 6 y 8 meses después
de preparados, llegando hasta 3% de ICM, 4% de IE y 18% de germinaciéon. Los resultados indicaron que la
temperatura y el tiempo de almacenamiento son determinantes para la efectividad de los EE.
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Abstract

The effect of time and temperature of storage of ethanolic extracts (EE) of Lantana camara and Heliotropium
indicum on Colletotrichum gloeosporioides was investigated. The EE were stored at 8+2 and 26+2°C, during one
year. Every 2 months they were diluted in potato dextrose agar (PDA) at 0; 0.5; 1 y 1.5% (v/v) concentrations,
fungus disks were placed onto the media, mycelial growth (ICM) and sporulation (IE) inhibition were measured,
as well as conidia germination. The EE stored at 8+2°C maintained their effectiveness on all variables during the
12 months storage, while those stored at 26+2°C started to lose their effectiveness at 6 to 8 months, ending up to
3% ICM, 4% IE and 18% conidia germination at 1.5% concentration. Results indicated that storage temperature
and time are determinant for extracts effectiveness.
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Introduccion

Los extractos etanolicos de muchas plantas
silvestres tienen un marcado efecto fungitéxico
sobre diversos patosistemas (Garcia y Pérez,
2009). Por mucho tiempo se consider6 que los
compuestos derivados del metabolismo secun-
dario eran sustancias de desechos sin funcion
fisiologica definida. El efecto fungitoxico es de-
bido a la participacién de metabolitos secunda-
rios (MS) en las interacciones entre las plantas
y factores bidticos, resultando en la inhibiciéon
del crecimiento de otros organismos vegetales
(alelopatia) y en la proteccion contra infecciones
y depredadores (Azcén-Bieto y Taldn, 2000).

Las investigaciones para desarrollar antifiun-
gicos naturales con estabilidad en el tiempo son
escasas y la mayoria de ellas se centran en el
efecto fitoquimico que ejercen los MS sobre los
patosistemas y no sobre aquellos factores que
afectan su estabilidad quimica (Montes, 2009).
Sharapin (2000) sugiere que si se considera la
composicion quimica compleja de los extractos
vegetales (EV), se debe analizar y controlar el
comportamiento de sus componentes durante
el almacenamiento, considerando métodos de
conservacion efectivos para los principios activos
que ellos contengan.

Colletotrichum gloeosporioides es un hongo
fitopatégeno de amplia distribucién, senalado
como agente causal de antracnosis en diferen-
tes cultivos de importancia agricola. El dafio
por este hongo se manifiesta por necrosis foliar
con manchas irregulares, ligeramente hundidas
sobre la lamina y bordes de la hoja, y circulares
y oscuras en los frutos (Agrios, 2005).

Lantana camara L. (Verbenaceae) y Heliotro-
pium indicum L. (Boraginaceae), conocidas en Ve-
nezuela como cariaquito blanco y rabo de alacran,
respectivamente, presentan MS con propiedades
antimicrobianas que afectan el desarrollo de dis-
tintas especies de hongos fitopatogenos (Silva et
al., 1999; Rodriguez et al., 2004). Debido a la
accion efectiva que tienen los extractos vegetales
sobre algunos hongos fitopatégenos, es necesa-
rio conocer el efecto del tiempo y la temperatura
de almacenamiento sobre la estabilidad de los
principios activos de dichos extractos, lo que
permitira definir las mejores condiciones para
su preservacion. Para tal fin, en este ensayo se
evaluo el efecto del tiempo y la temperatura de
almacenamiento sobre los extractos etanodlicos
de Lantana camara L. y Heliotropium indicum L.
y su accion sobre Colletotrichum gloeosporioides.

Materiales y métodos

Para la obtencién del extracto etandlico se utili-
zaron ramas y hojas de plantas silvestres adultas
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de L. camaray H. indicum en estado de preflora-
cion, recolectadas en los terrenos del Postgrado
de Agronomia de la Universidad Centroccidental
Lisandro Alvarado (UCLA), municipio Palaveci-
no, Estado Lara, Venezuela. Las ramas y las
hojas fueron secadas bajo sombra y trituradas
en una licuadora Oster®. El material resultante
fue macerado y diluido en etanol (96%) en una
relacion de 800 g de materia seca en 3 1t de sol-
vente. Transcurridas 48 h el liquido fue filtrado
a través de cuatro capas de gasa y con la ayuda
de un Rotavaporador Brinkmann® se separé el
alcohol, para obtener asi el EE puro, el cual fue
transferido a viales de 1.5 ml cubiertos con pa-
pel aluminio para evitar la incidencia de la luz.
Finalmente fue almacenado durante 12 meses a
temperaturas de 26 + 2°C (ambiente) y 8 + 2°C
(refrigerada).

Para realizar las evaluaciones in vitro se to-
maron muestras de EE cada 2 meses hasta 12
meses después de preparados, las cuales fueron
utilizadas para medir el efecto sobre el crecimien-
to micelial y la esporulacion de C. gloeosporioides,
siguiendo la metodologia de Araujo et al. (2007),
ademas, se evaluo el efecto sobre la germinacion
de los conidios, siguiendo la metodologia de Or-
tiz (2010). En ambos casos se utilizé6 una cepa
del hongo aislada de mango (Mangifera indica
L.), perteneciente a la coleccién del Laboratorio
de Micologia de Postgrado de Fitopatologia de
la UCLA, la cual se cultivo, previamente, por 4
semanas en agar-papa-dextrosa (PDA).

Los EE fueron mezclados en PDA previamente
esterilizado en autoclave, a las concentraciones
de 0, 0.5, 1y 1.5% (v/v). El medio con EE fue
dispensado en capsulas Petri y una vez solidifica-
do se coloco en él un disco de 0.5 cm de diametro
de agar con micelio, y luego se incubé a 26 + 2°C.
El diametro de la colonia fue medido cada 2 dias
hasta que la colonia en el testigo sin EE cubrio
totalmente la capsula. Se empleé un disefio
factorial 6 x 2 x 3 con cinco repeticiones para
cada uno de los EE. Finalmente, se calculo el
porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
en cada tratamiento, aplicando la formula:

%ICM = * 100,

CTT-CTE
T

donde: ICM = inhibicién del crecimiento micelial,
CTT = crecimiento micelial en el tratamiento
testigo (0%); CTE = crecimiento micelial en el
tratamiento evaluado.

Para medir el efecto de los EE sobre la es-
porulacion del hongo, de cada tratamiento con la
ayuda de un sacabocado de 0.5 cm de diametro
se sacaron tres discos de PDA con colonia de C.
gloeosporioides, los cuales fueron colocados en
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tubos de ensayo con la adicién de 10 ml de agua
destilada estéril y agitacion por 1 min. Con ayuda
de un hematocimetro se determino la cantidad de
conidios en suspension y se procedio a calcular
el porcentaje de inhibicion de cada tratamiento
en relacién con el testigo (sin EE) utilizando la
ecuacion siguiente:

ETT -ETE
% IE = — % 100,
ETT

donde: IE = Inhibicién de la esporulacion, ETT =
esporulacién en el tratamiento testigo (0%); ETE
= esporulacién en el tratamiento evaluado.

Para medir el efecto de los EE sobre la germi-
nacién de conidios de C. gloeosporioides se prepa-
raron microcultivos con medio PDA enmendado
con los EE almacenados en las concentraciones
de 0; 0,5; 1y 1.5% (v/v) que fueron aplicados en
laminas porta-objetos, utilizando tres repeticio-
nes por tratamiento. Se prepar6 una suspension
de 2.8 x 10°conidios/ml, siguiendo la metodologia
del experimento anterior y se aplicé una alicuota
de 20 pl a las laminas, luego se incubaron en
camaras humedas a 26 + 2°C. Transcurridas 12
h se realizaron seis observaciones aleatorias de
las laminas con microscopio 6ptico a 400X y se
contabilizaron los conidios germinados en cada
tratamiento. Con los datos obtenidos se calcul6 el
porcentaje de germinacion para realizar el anali-
sis de varianzas, utilizando el programa Statistix®,
version 8.0, y la comparacion de medias mediante
la prueba Tukey (P < 0.01).
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Resultados y discusion

Los resultados del analisis de varianza indi-
caron diferencias (P < 0.01) entre tratamientos
para tiempo, temperatura de almacenamiento,
concentraciéon y sus interacciones. Al realizar la
comparacion de medias (Tabla 1) se observo que
el efecto sobre la ICM no varié para los extractos
almacenados a 8 £ 2°C, con una inhibiciéon de
67% a los 12 meses en las maximas concentra-
ciones del EE (1.5 %) de L. cdmaray de 62% de H.
indicum. El almacenamiento a 26 + 2°C ocasiono
una pérdida del efecto de los EE a partir de los 6
meses, en el caso de L. camara, y de 8 meses en
H. indicum; con valores de 4% para el primero y
de 2% para el segundo al finalizar el experimento
después de 12 meses de almacenamiento.

En la evaluacion de la esporulacion, el analisis
de varianza mostré, igualmente, diferencias sig-
nificativas (P < 0.01) entre los tratamientos para
cada variable y las interacciones. En el extracto
almacenado a 8 + 2°C, la prueba de medias revelo
que los EE mantuvieron su efecto sobre la IE a
través del ano de estudio (Tabla 2), con valores
de 78% para L. camara 'y 68% para H. indicum.
Los EE almacenados a 26 + 2°C, por el contrario,
disminuyeron su efecto a partir de 6 meses de al-
macenados, en el caso de L. camaray de 8 meses
en el caso de H. indicum, cuando las pérdidas de
efectividad fueron drasticas, llegando hasta 4%
de IE al final de los 12 meses.

El porcentaje de germinacion, al igual que la
ICM y la IE, vari6 significativamente (P < 0.01)
entre los tratamientos para las variables evalua-
das y sus interacciones (Tabla 3). Los extractos

Tabla 1. Inhibicién del crecimiento micelial (ICM) de Colletotrichum gloeosporioides  tratado con los extractos etandlicos de Lantana camara y
Heliotropium indicum almacenados durante 2, 4, 6,8, 10y 12 meses a 8 + 2°Cy 26 + 2°C.

Tiempo Lantana camara Concentracion (%) Heliotropium indicum Concentracién (%)
Temp- (%) (meses) 15 1 05 15 1 05
Inhibicion de crecimiento micelial (%)

2 68.36 a* 46.55 ¢ 3036 f 64.97 a 35.63 ¢ 19.02 e

4 68.34 a 46.24 c 30.23f 64.69 a 35.61c 18.06 e

8 6 68.25a 46.17 ¢ 29.77 f 64.09 a 35.27¢c 17.88 e

8 6793 a 46.04 c 29.57 f 63.28 a 34.88 ¢ 17.71e

10 67.67 a 46.01 c 29.45f 62.96 a 3471 ¢ 17.57e

12 67.02a 4593 c 29.19f 62.61a 34.62 ¢ 17.22 e

2 68.24 a 46.05 c 29.60 f 64.53 a 3543 ¢ 18.16 e

4 67.58 a 45.64 c 28.81f 63.23 a 35.24c 18.06 e

26 6 63.37b 42.72d 2549¢ 62.96 a 34.86 ¢ 1791 e

8 3791e 21.41h 8.85] 40.72 b 31.39d 14.02 f

10 22.07h 14.50i 4.43 k 3.24h 18.03 e 548¢g

12 4.24 k 4.38 k 4.14 k 2.87h 3.60 h 2.82h
CV(%) 12.71 22.76
Signif. P <0.01 P <0.01

* Los valores en la misma columna seguidos de letras iguales no presentan diferencias significativas (P > 0.01), seglin la prueba de Tukey.
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Tabla 2. Inhibicién de la esporulacién (IE) de Colletotrichum gloeosporioides tratado con los extractos etandlicos de Lantana camara 'y Heliotropium indicum

almacenados por 2,4, 6,8,10y 12 meses a 8 + 2°Cy 26 + 2°C.

Lantana camara Concentracién (%)

Tiempo Heliotropium indicum Concentracién (%)
Temp. (°C)
(meses) 15 1 0.5 1.5 1 0.5
Inhibicién de esporulacion (%)
2 80.64 a* 7418 b 58.06 e 71.04 a 61.28b 47.30c
4 80.16 a 74.09 b 57.98 e 70.96 a 60.20 b 46.70 c
8 6 79.45 a 73.66 b 56.90 e 69.88 a 59.64 b 4534 c
8 79.19 a 73.11b 5534 e 68.30 a 59.44 b 45.06 ¢
10 78.87 a 72.80b 55.21e 68.01 a 58.07 b 46.80 ¢
12 78.44 a 72.03b 54.06 e 67.82 a 57.20b 46.21 ¢
2 79.48 a 73.06 b 56.98 e 72.88 a 59.98 b 46.23 ¢
4 78.48 a 72.88b 55.90 e 70.33 a 58.80 b 45.04 c
26 6 67.74 c 60.21d 4479 f 69.88 a 57.24b 4432 c
8 3117¢g 30.10g 3332¢g 4745 c 37.62d 2042 f
10 8.59 h 9.66 h 7.97 h 2649 e 7.52h 11.82¢g
12 4.29i 5.37i 3.22i 4.29h 5.39h 527h
CV(%) 8.72 11.45
Signif. P<0.01 P<0.01

* Los valores en la misma columna seguidos de letras iguales no presentan diferencias significativas (P > 0.01), segun la prueba de Tukey.

Tabla 3. Germinacién de conidios de Colletotrichum gloeosporioides tratados con los extractos etanoélicos de Lantana camara y Heliotro ium indicum almacenados

por2,4,6,8, 10y 12 mesesa 8+ 2°Cy 26 + 2°C.

. Tiempo Lantana camara Concentracion (%) Heliotropium indicum Concentracién (%)
Teme-(€) (meses) 1.5 1 0.5 1.5 1 0.5
Germinacion de conidios (%)
2 67.33e 73.73d 82.66¢ 16.53f 49.66e 66.60d
4 67.73e 74.08d 82.77c 17.20f 51.33e 67.66d
8 6 67.86e 74.88d 82.80c 19.33f 52.93e 68.00d
8 69.73e 75.06d 83.46¢ 19.96f 53.00e 68.26d
10 69.86e 75.40d 83.93c 20.31f 53.36e 68.97d
12 70.05e 75.80d 84.15¢ 20.72f 53.80e 69.21d
2 66.23e 73.20d 81.73c 16.26f 49.60e 66.20d
4 67.96e 74.53d 82.40c 17.66f 50.01e 67.06d
26 6 87.46b 80.54c 87.06b 18.27f 52.13e 67.33d
8 88.40b 86.40b 90.80b 52.53e 54.06e 80.24c
10 90.91b 90.53b 91.33b 79.86¢ 86.41b 85.46b
12 94.13a 92.40b 94.40a 90.93a 92.40a 89.46a
CV(%) 3.83 15.28
Signif. P <0.01 P <0.01

* Los valores en la misma columna seguidos de letras iguales no presentan diferencias significativas (P > 0.01), segun la prueba de Tukey.

de ambas especies conservados a 8 + 2°C no
mostraron diferencias (P > 0.05) dentro de cada
concentracion durante los 12 meses de evalua-
cion. Los menores porcentajes de germinacion a
esta temperatura se obtuvieron con la mas alta
concentracion (1.5%) de los EE, especialmente
con H. indicum, los cuales alcanzaron un valor de
20.7%, después de 12 meses de almacenamiento;
mientras que con la misma concentracion de EE
de L. camara se alcanzaron valores de 70%. Los
EE conservados a 26 + 2°C presentaron una pér-
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dida creciente de efectividad, a partir de 6 meses,
en el caso de L. camara, y de 8 meses, en el caso
de H. indicum. A los 12 meses, la germinacion
de los conidios en todas las concentraciones de
EE variaron entre 89.4 y 94.4%.

Los resultaron mostraron que la temperatura
tiene un efecto directo sobre la efectividad de los
extractos vegetales, lo cual puede estar relaciona-
do con el caracter termolabil de los MS (Sharapin,
2000). Bayer et al. (1987) explicaron que los MS,
especialmente los fenoles, pueden descomponerse
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total o parcialmente a temperatura ambiente,
debido a la ruptura de los anillos de benceno,
los cuales son la base estructural de muchos de
ellos. Por otro lado, Rosas (2004) indic6 que las
bajas temperaturas favorecen la conservacion de
las caracteristicas quimicas de los EV, explican-
do por qué los extractos almacenados a 8 °C no
perdieran su efectividad.

La literatura no reporta evaluaciones sobre
la efectividad en el tiempo y bajo diferentes tem-
peraturas de los EE sobre hongos fitopatogenos,
sin embargo, los resultados de este estudio
indicaron que existe una relacion directa entre
ambos factores; lo que indica que el tiempo de
almacenamiento depende de las condiciones de
temperatura del mismo.

Conclusiones

Los EE de L. camara y H. indicum almacenados
a 8 + 2°C no perdieron su efectividad en el con-
trol de C. gloeosporioides durante 12 meses de
almacenamiento; no obstante almacenados a 26
+ 2°C disminuyeron sus efecto sobre el creci-
miento micelial, la esporulacién y la germinacion
de conidios del hongo, para L. camara a los 6
meses y para H. indicum a los 8 meses, después
de preparados.

El EE de H. indicum tuvo mayor efectividad
sobre la germinacion de conidios, mientras que el
de L. camaralo tuvo sobre el crecimiento micelial
y la esporulacion.
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