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RESUMEN

La antracnosis del tomate de drbol, ocasionada por el hongo Colletotrichum acutatum, es la enfermedad
mis importante de este cultivo en Colombia por su amplia distribucién y las pérdidas que ocasiona.
En el presente trabajo se evalda la actividad antiftingica contra la especie C. acutatum de los aceites
esenciales (AE) de tomillo (Thymus vulgaris), limoncillo (Cymbopogon citratus), y sus componentes
mayoritarios, timol y citral. Los resultados demuestran que el timol a 125 mg/L y el citral a 300 mg/L
inhiben el crecimiento micelial completamente durante once dias de incubacién. La germinacién de
las esporas se evita en un 100% con el AE de limoncillo a 350 y 400 mg/L, timol a 100 y 125 mg/L, y
citral a 250 y 300 mg/L, después de un periodo de doce horas. Adicionalmente, el timol a 125 mg/L y el
citral a 300 mg/L inhiben completamente la esporulacién y el AE de tomillo a 350 mg/L la permite en
baja extensién. Las evaluaciones de fitotoxicidad revelan que la aplicacién de gotas localizadas sobre la
superficie foliar de Solanum betacea, a concentraciones entre 150 y 5000 mg/L, no ocasionan ningtn dafio
aparente. Asimismo, la aspersién foliar completa y sistematica cada 2 dias, durante 2 meses continuos
con concentraciones de 1500 mg/L de los materiales, no produce ningtn sintoma de marchitamiento,
deterioro del crecimiento o alteracién del desarrollo general de las plantas.

Palabras Clave: Cymbopogon citratus, Thymus vulgaris, Cyphomandra betacea, citral, timol, antracnosis,
tomate de arbol.

ABSTRACT

Anthracnose of tree tomato, caused by the fungus Colletotrichum acutatum, is the major postharvest
disease of this crop in Colombia due to its widespread distribution and economic loss. In the present
work, antifungal activity against C. acutatum specie with the essential oils (EO) of thyme (Thymus
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vulgaris), lemon grass (Cymbopogon citratus), and the main components of the EO, thymol and citral, is
evaluated. Experimental result indicates that thymol at a concentration of 125 mg/L and citral at 300
mg/L, inhibits completely the mycelial growth during eleven days. Spore germination is aftected 100%
with lemon grass oil at 350 and 400 mg/L, thymol at 100 and 125 mg/L, and citral at 250 and 300 mg/L,
during the period of evaluation of twelve hours. In addition, thymol at 125 mg/L and citral at 300 mg/L,
inhibits completely the sporulation of the fungus whereas thyme oil at 350 mg/L shows a lower degree
of affectation. Phytotoxicity evaluations of all materials by applying drops located at the leat surface of
Solanum betacea to concentrations between 150 and 5000 mg/L, demonstrate that treatments do not induce
any apparent damage. Also, foliar spraying complete and systematically every 2 days, for the period of
2 months with constant concentration of 1500 mg/L for each evaluated materials, produces no sign of
wilting, deteriorating growth or alteration of the overall development of the plants.

Key Words: Cymbopogon citratus, Thymus vulgaris, Cyphomandra betacea, citral, timol, anthracnose, tree
tomato.

INTRODUCCION salud humanay el medio ambiente, y mds aceptadas

_ ‘ por los consumidores (6,7).
La antracnosis del fruto, ocasionada por el hongo

filamentoso fitopatégeno Colletotrichum acutatum,
es la enfermedad mis importante del cultivo de
tomate de drbol 6 tamarillo (Solanunm betacea, syn:
Cyphomandra betacea), por su amplia distribucién y
por las pérdidas econémicas que ocasiona (1,2). El
departamento de Antioquia es actualmente uno
los mayores productores de tomate de drbol en
Colombiay la antracnosis es la mayor limitante que
se presenta en los cultivos comerciales y en las pe-
quenas explotaciones domésticas (3). La incidencia
de la enfermedad ha llevado a que se utilicen cada
vez mayores cantidades de pesticidas.

La aplicacién de aceites esenciales (AE) es un
método muy atractivo para controlar enfermeda-
des tanto en cosecha como en post-cosecha. Estos
materiales son una mezcla compleja de compues-
tos volatiles producidos en diferentes partes de las
plantas, y han sido reconocidos por poseer diversas
funciones, incluyendo conferir la resistencia a pla-
gas y enfermedades (8); algunos AE, asi como sus
constituyentes, han demostrado poseer propiedades
antibacterianas y antiftingicas (9,10).

El AE de tomillo, Thymus vulgaris, presenta como
componente mayoritario el timol y en algunas
variedades su composicién puede alcanzar valores
hasta del 80% (11). Tanto los AE obtenidos de las
especies de Thymus, como el timol, han sido recono-
cidos por su actividad antibacteriana y antifiingica,
razén por la cual se emplean industrialmente en
la preparacién de desinfectantes de uso humano,
enjuagues bucales y otros agentes antimicrobianos
utilizados a nivel doméstico (12,13). De otro lado,
el AE de limoncillo, Cymbopogon citratus, presenta
como componente mayoritario el citral, alcanzan-
do valores entre el 65 y el 85% (14). Por su aroma
a limén, la planta ha sido muy apreciada para la
elaboracién de saborizantes y aromas alimenticios
(15); las propiedades antiftiingicas y antibacterianas
del AE de esta planta se han asociado con la pre-
sencia de citral y sus isémeros, geranial (frans-citral,
llamado citral A) y neral (cis-citral, llamado citral B)
(16,17). Tanto el AE de C. citratus, como el citral y
sus derivados, tienen una alta demanda industrial
y son utilizados en la preparacién de desinfectantes
de uso doméstico.

Los productos quimicos sintéticos destinados a
controlar esta enfermedad han tenido un papel muy
marcado en el incremento de la produccién agricola.
Sin embargo, el uso continuo e indiscriminado de
agroquimicos con baja especificidad ha generado
diversos inconvenientes, tales como el incremento
en los costos de produccién, el desarrollo de resis-
tencia por parte de algunos microorganismos, la
presencia de residuos de pesticidas en los alimentos
y, en consecuencia, los riesgos que acarrean para la
salud humana y el medio ambiente (4,5). Por estos
motivos, desde las tltimas décadas del siglo XX
se ha incrementado el interés en la basqueda de
alternativas mis seguras que permitan mitigar el
impacto negativo de este tipo de productos. Una
estrategia que ha resultado satisfactoria para reducir
la utilizacién de agroquimicos costosos y poten-
cialmente dafinos y peligrosos, ha sido el manejo
integrado de plagas —mejor conocido como MIP-y
dentro de esta opcidn, la utilizacién de sustancias
de origen natural, consideradas mis seguras para la
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En el presente trabajo se evalué la actividad anti-
fangica tanto de los AE provenientes de las especies
Thymus vulgaris y Cymbopogon citratus, obtenidos me-
diante destilacién por arrastre con vapor, como de
sus componentes mayoritarios adquiridos de casas
comerciales, contra la especie Colletotrichum acuta-
tum. Adicionalmente, debido a que la fitotoxicidad
puede ser un problema para la aplicacién en campo
de los AE de tomillo (Thymus vulgaris), limoncillo
(Cymbopogon citratus), o sus constituyentes princi-
pales en el control de C. acutatum, se llevé a cabo la
evaluacién de su efecto sobre plantas de tomate de
arbol, Solanum betacea.

MATERIALES Y METODOS

Materiales y métodos generales

Los medios de cultivo y los nutrientes utiliza-
dos en el mantenimiento de los hongos fueron de
calidad microbiolégica. El timol, y la mezcla de
isémeros cis y trans del citral de calidad grado ana-
litico se obtuvieron de las casas comerciales Aldrich
y Merck. Los solventes de calidad grado técnico se
bidestilaron antes de su utilizacién. Los tensoactivos
empleados para posibilitar la dispersién en agua de
los AE y compuestos puros fueron igualmente de
calidad técnica. Las plantas de tomate de arbol (S.
betacea) se obtuvieron de semillas certificadas de
la variedad comtn y se cultivaron en un sistema
hidropénico; el medio nutritivo utilizado fue la
solucién estindar Hoagland, preparada con sales
inorganicas de calidad grado técnico; el pH de la
mezcla final se ajusté a 6.5 mediante la adicién de
NaOH al 5%; se utilizé como sustrato de soporte
cuarzo triturado comercial de tamano de particula
pequeno y grande, mezclado en proporcién 1/1, y
esterilizado en autoclave.

Las cepas del patégeno fueron obtenidas de aisla-
mientos monospoéricos, procedentes del Laboratorio
de Fitopatologia de la Universidad Nacional de Co-
lombia, Sede Medellin, caracterizados morfolégica
y molecularmente. La cepa se aisl6 de frutos madu-
ros de tomate de arbol afectados con antracnosis,
obtenidos en los centros de mercadeo de la ciudad
de Medellin-Antioquia. El mantenimiento de las
colonias y las evaluaciones de actividad antiftingi-
ca se realizaron en el medio de cultivo PDA, bajo
condiciones controladas de temperatura, a 22 y 23
°C, y humedad relativa de 70 a 75%. Los conteos de
esporas se realizaron en una cimara de Neubauer.
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Los aceites esenciales se obtuvieron a partir de
material fresco proveniente de la ciudad de Guarne-
Antioquia. El transporte se hizo en sacos de malla de
polipropileno muy amplia para facilitar la aireacion.
El proceso de arrastre con vapor de agua se realizé a
94 °C en un equipo artesanal, en los laboratorios de
la Escuela de Quimica de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin. Se procesaron 10 kg
de cada una de las plantas completas, con un maxi-
mo de cosechadas de 4 horas. Los AE se analizaron
mediante Cromatografia de Gases-Espectrometria
de Masas (CG-EM), obteniéndose un contenido de
citral del 65% en C. citratus y de timol del 84.5% en
el AE de T. vulgaris. Las cantidades obtenidas de la
extracciéon de los AE fueron respectivamente, para
C. citratus de 35.0 mL y para T. vulgaris de 8.5 mL.

Fitotoxicidad de los AE y sus componentes
mayoritarios mediante gotas localizadas

Para esta evaluacién se desarrollé un método
en el cual se determind el posible efecto deletéreo
causado por las gotas localizadas de una dispersién
acuosa de los AE y los compuestos timol y citral,
aplicadas sobre una drea foliar pequeiia; el estudio
se realizé sobre plantas de S. betacea de cuatro a
cinco meses de edad sembradas en macetas de
plastico de color negro. Las plantas se ubicaron en
un mesoén con fotoperiodo de doce horas, regulado
con un temporizador PET-007. La luminosidad se
suministré mediante limparas fluorescentes de 75
Watt dispuestas a 40 cm de altura de las plantas. Se
evaluaron 24 dispersiones fungicidas preparadas
con los AE de limoncillo, tomillo, y los compuestos
timol y citral a 150, 750, 1500, 2000, 3000, 5000
mg/L. Se adicionaron algunas gotas de tensoactivo
y solvente para mejorar la solubilidad de los AE y los
compuestos puros. La aplicaciéon de las mezclas se
realiz6 por triplicado sobre las hojas ntimero cinco
y seis contadas a partir del meristemo apical; cada
hoja se parcel6 en seis cuadrantes hipotéticos, de
tal manera que la nervadura central dividiera tres a
lado y lado. En cada cuadrante se aplic6 un total de
10 gotas de 10.0 uL de mezcla distribuidas al azar.
Los tratamientos se aplicaron aleatoriamente en los
cuadrantes de hojas diferentes, empleando cinco
réplicas por planta, junto con un testigo negativo
(agua) y un testigo de referencia que incluia los
solventes y tensoactivos utilizados en la prepara-
cioén de las dispersiones. Las mezclas se aplicaron
semanalmente durante un mes y se examiné la
aparicién de posibles lesiones en el tejido expuesto
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a las alicuotas de la emulsién. La escala de dano
utilizada fue la siguiente: 0: Ningtin dafo aparente-
igual al testigo absoluto; 1: Dano apenas perceptible
(amarillamiento zonal); 2: Necrosamiento leve, y 3:
Necrosamiento acentuado y/o perdigoneo.

Fitotoxicidad de los AE y sus componentes
mayoritarios mediante aspersion foliar

Se determind el posible efecto deletéreo causado
por la aplicacién de las mezclas acuosas de los AE 'y
sus componentes mayoritarios mediante aspersién
foliar. Las evaluaciones se realizaron sobre plantas
de tres y cuatro meses de edad, cultivadas indi-
vidualmente en vasos plasticos desechables de 12
onzas y color azul oscuro para limitar el desarrollo
de algas; todas fueron expuestas a condiciones am-
bientales idénticas a las empleadas en el método de
gota localizada. A cada vaso se le hicieron cuatro
perforaciones de un didmetro de cinco mm, a una
altura de 1.0 cm, medido desde la base y fueron
colocados en cubetas de germinacién plisticas de
5.0 cm de profundidad, con una limina de solucién
nutritiva de 1.5 cm de altura; el nivel de los nutrien-
tes se mantuvo regulado reponiendo las pérdidas
causadas por evaporacién y consumo. Las mezclas se
asperjaron con un atomizador pldstico hasta lograr
un cubrimiento total del 4rea foliar de las plantas.
La concentracién de los AE, timol y citral aplicada
fue de 1500 mg/L. Para evitar la contaminacién
del sustrato de soporte durante la aplicacién, se
cubrié toda la base del tallo con una tela plastica de
polietileno colocada en forma de ruana.

Todas las aplicaciones se llevaron a cabo en las
horas de la mafana, inicialmente durante intervalos
de siete dias durante un mes y posteriormente cada
3 dias durante un periodo de 60 dias. La califica-
cién de los dafios ocasionados se realizé de acuer-
do a las normas ICONTEC-1976 (18), con una
escala entre 0 y 5, asi: 0: Plantas iguales al testigo
absoluto; 1: Leve clorosis y presencia de pecas; 2:
Clorosis acentuada y ligera reduccién distinguible
en el crecimiento o presencia de pocas manchas;
3: Inhibicién del crecimiento, clorosis marcada y
anormalidades morfolégicas; 4: Planta muy afecta-
da, sin posibilidad de recuperacion, hay presencia de
algunas partes de tejido aun verde, y 5: Necrosis y
muerte de la planta. A cada una de las plantas se le
determind la altura al inicio y al final de los ensa-
yos. Igualmente, se determiné la biomasa obtenida
mediante la estimacién del peso seco *+ 0.1 mg al
finalizar la evaluacién y se realizé la comparacién
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con los testigos absolutos; el secado se llevé a cabo
en una estufa con flujo de aire forzado durante 72
horas a 60°C. Las evaluaciones se efectuaron con
cinco repeticiones por tratamiento (cinco plantas
por tratamiento), los correspondientes testigos ab-
solutos (aplicacién de agua solamente) y los testigos
de referencia conteniendo Gnicamente los solventes
y tensoactivos utilizados en la preparacién de las
dispersiones acuosas.

Inhibicién del crecimiento micelial de C.
acutatum con los AE y sus componentes
mayoritarios

Se evaluaron ocho mezclas, correspondientes a
dos concentraciones de cada uno de los materiales
(AE y componentes mayoritarios): los AE de T.
vulgaris'y C. citratus 2 350 y 400 mg/L, citral a 250 y
300 mg/L, y timol a 100y 125 mg/L; como sistema
de referencia se compard su actividad con la de los
fungicidas comerciales Chlorotalonil®, a 200 y 250
mg/L, y Manzate® (Mancozeb®), a 150y 200 mg/L.
Las evaluaciones se realizaron en cajas petri de nueve
centimetros de didmetro. Las dispersiones de las
mezclas fungicidas en el medio de cultivo PDA se
efectuaron en una cimara de flujo laminar vertical
utilizando cristaleria esterilizada en autoclave.

La inoculacién se llevé a cabo colocando en el
centro de la caja un disco de PDA de seis milimetros
de didmetro colonizado por el hongo durante dos
dias de incubacién. El crecimiento micelial se midié
con una regla milimetrada cada 24 horas por un pe-
riodo de tiempo maximo de 11 dias. El crecimiento
del micelio se expresé en términos de porcentaje
de inhibicién mediante la siguiente ecuacién: I =
(T-t)/ Tx100; I = % inhibicién; T = crecimiento
en mm de los testigos de referencia cada 24 horas;
t = crecimiento en mm de los tratamientos cada
24 horas. En las evaluaciones se empleé un disefio
completamente al azar con anilisis de medidas
repetidas en el tiempo; como testigo absoluto se
emplearon cajas de petri que contenian el medio de
cultivo inoculado con el hongo sin fungicida. Cada
ensayo contenia cinco réplicas por tratamiento.

Evaluacion de la inhibicion de la
esporulacion de C. acutatum

En esta evaluacién se utilizaron los cultivos
del procedimiento anterior, 11 dias después de
la inoculacién. La esporulacién se determiné en
suspension acuosa; para ello se adicionaron a cada
una de las cajas de petri 20.0 mL de agua estéril.
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La suspensién de conidias se obtuvo mediante
raspado de la colonia y se extrajeron alicuotas que
posteriormente se llevaron a la zona de conteo en
la cdmara de Neubauer; se realizaron cuatro con-
teos por cajay se determind el valor promedio. Los
calculos respectivos se llevaron a cabo empleando
la expresion: N = n x 10000; siendo N = Ntmero
de conidias, n = Numero de conidias contadas en
el drea del hemocitémetro, y 10000 = Factor de
conversion a mililitros.

Evaluacion de la germinacion de las esporas
de C. acutatum

En esta evaluacién se utiliz6 una cepa del hongo
incubada durante 10 dias en PDA y a la cual se le
agregaron 200 mL de agua destilada para extraer las
esporas. Cada tratamiento se realiz6 en una mezcla
de 10 mL de una solucién de agar-agua al 2%, a la
cual se le adicionaron los AE o sus componentes
mayoritarios. Los resultados se confrontaron nue-
vamente con los dos fungicidas comerciales Chlo-
rotalonil® y Manzate®. Se utilizaron las mismas
concentraciones de ingrediente activo empleadas en
las pruebas de crecimiento radial. Para la evaluacion,
cada caja se dividi6 en sextantes y en cada uno de
ellos se adicioné una alicuota de la suspensién de
esporas mediante una pipeta Pasteur. Los conteos
de las esporas germinadas se llevaron a cabo con la
ayuda de un microscopio cada dos horas después de
la siembra y durante un periodo total de 12 horas; en
cada sextante de la caja petri se analizaron 50 esporas,
teniendo en cuenta los siguientes parimetros:

Esporas germinadas: El tubo germinativo al-
canza el doble del didmetro mayor de la conidia.
Esporas no germinadas: No hay desarrollo del tubo
germinativo. En el tratamiento estadistico se em-
ple6 un disefio completamente al azar con anilisis
de medidas repetidas en el tiempo. Se realizaron
cinco repeticiones por tratamiento, evaluando dos
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concentraciones por material y un testigo absoluto
como sistema de referencia.

Tratamiento estadistico

Se realiz6 un anilisis de varianza (ANOVA) y la
prueba de comparacién de medias de Tukey para un
nivel de significancia P< 0.05, usando el programa
estadistico SAS (SAS/IML software; Version 6; SAS
Institute).

RESULTADOS

Fitotoxicidad de los AE y sus componentes
mayoritarios

En la evaluacién mediante la aplicacién de gotas
localizadas sobre el drea foliar no se observé ninguno
de los efectos descritos en la escala de dano; por lo
tanto, se puede afirmar que los materiales estudiados
no causan ningun tipo de lesion local en los sitios de
aplicacion de las gotas. Al utilizar esta metodologia se
observo la presencia de material aceitoso depositado
en los puntos de aplicacién y su permanencia superd
en muchos casos los tres dias; este hecho permiti6 la
ubicacién de los sitios de aplicacién original y sobre
ellos se colocaron reiteradamente las gotas correspon-
dientes a tratamientos posteriores. En forma idéntica,
en la evaluacion realizada mediante la utilizacién del
método de aspersion foliar, no se observé ninguno
de los efectos nocivos contemplados en la escala
de dafio establecida como criterio de fitotoxicidad,
ICONTEC (18). El anilisis estadistico realizado
con la variable peso de biomasa vegetal, no present6
diferencias significativas entre todos los tratamien-
tos, con relacion a los testigos (Véanse tablas 1y 2);
tampoco se observaron diferencias estadisticas sig-
nificativas en la variable altura de las plantas (Véase
figura 1). Considerando la informacién obtenida en
las evaluaciones descritas en este apartado se puede
afirmar que los materiales evaluados no ocasionan
danos aparentes en las plantas de S. betacea.

Tabla 1. Anilisis de varianza de la evaluacién de fitotoxicidad de las soluciones antifingicas con relacién a la
variable peso de biomasa (P< 0.05).

F\:‘:rri‘at\iisc’):e Glriz:(:tsage Suma de cuadrados | Cuadrado medio | Valor F calculada Pr2F
Modelo 5 0.267 0.0534
Error 24 0.988 0.0411 1.3 0.2981
Total corregido 29 1.255

Pr = F; probabilidad de encontrar un valor mayor o igual que la F calculada.
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Tabla 2. Comparaciones multiples de promedios para
la variable peso de biomasa mediante la prueba de

Tukey (P=<0.05).
Grupos* Medias Repeticiones Tratamientos
A 1.10 5 TA
A 1.04 5 Ci
A 0.96 5 Li
A 0.90 5 Ti
A 0.86 5 To
A 0.84 5 TS

*  Tratamientos con letras iguales no presentan diferencias signifi-
cativas.

Ci: citral; Li: AE de limoncillo; Ti: timol; To: AE de tomillo; TA: testigo
absoluto; T'S: testigo solvente tensoactivos.

Alteracion del ciclo biolégico de C. acutatum

La inhibicién del crecimiento micelial del
hongo a las 48 horas de evaluacién con todos los
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tratamientos es total (100% de inhibicién), y los
testigos presentan un desarrollo notorio en este
lapso de tiempo. Debido a este comportamiento
las comparaciones de medias se realizaron consi-
derando valores de tiempo superiores a 48 horas;
la informacién obtenida se compila en la tabla 3, y
se incluyen los diferentes niveles de interaccién de
los tratamientos con el tiempo. El citral a 300 mg/L
y el timol a 125 mg/L mantuvieron un porcentaje
de inhibicién del 100% durante el tiempo que duré
la evaluacién. Por este motivo se excluyeron en las
comparaciones de medias. Con base en el criterio
de informacién bayesiano —BIC- se seleccioné el
modelo con estructura simétrica de los datos, es
decir, las lecturas en todos los tiempos tienen igual
varianza y todos los pares de medidas en la misma
unidad experimental tienen la misma correlacién
(datos no mostrados). En el anilisis realizado se
evidenci6 la importancia tanto del tiempo como de
los tratamientos (Véase tabla 3).

14
13 5

12
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TA TS5
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Ti To

Figura 1. Comparacién de promedios para la variable altura de las plantas en la prueba de fitotoxicidad.

Ci: citral; Li: limoncillo; TA: testigo absoluto; TS: testigo solvente tensoactivos; Ti: timol; To: Tomillo.

Tabla 3. Resultado del analisis de varianza para el
modelo de covarianza seleccionado.

Fuentes de Grados
variacién de Valor de F Prob > F
libertad
Tratamientos 11 73.31 < 0.0001
Tiempo 8 78.47 < 0.0001
Tratamientos*tiempo 54 16.79 < 0.0001

Pr > F; probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calcu-
lada.

El efecto inhibitorio de los tratamientos con
respecto al tiempo se resume en la figura 2; las
evaluaciones se suspendieron a las 264 horas, debido
a que el crecimiento radial de los testigos alcanzé
a llenar completamente el drea de las cajas petri con
lo cual se imposibilitd, a partir de este tiempo, la
cuantificacién de los porcentajes de inhibicién. Se
observa que todos los materiales presentan como
tendencia general la disminucién de la capacidad
de inhibicién del crecimiento micelial de C. acu-
tatum al avanzar el tiempo de exposicién. El timol

a 100 mg/L, Manzate® a 150 y 200 mg/L y el AE
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de T. vulgaris a 350 mg/L muestran la tendencia
descendente mas pronunciada, indicando que el
efecto inhibitorio que puede ser alcanzado con
estos compuestos disminuye ostensiblemente y es
muy significativo después de 72 horas. A 264 horas
de evaluacién, casi todos los tratamientos mostraron
un porcentaje de inhibicién inferior al 60%, excepto
la agrupacién conformada por Chlorotalonil® a 200
y 250 mg/L, el AE de C. citratus a 400 mg/L, citral
a 250 mg/L y el AE de T. vulgaris a 400 mg/L, que
mantienen su poder de inhibicién por encima del
80% hasta las 144 horas (6 dias posteriores a la apli-
cacién). En esta agrupacién, el mas destacable es el
Chlorotalonil® a 200y 250 mg/L, que conserva una
capacidad inhibitoria muy alta aun a las 264 horas
(11 dias de aplicacion); los porcentajes observados en

VITAE

este tiempo para el Chlorotalonil® a 200 y 250 mg/L
tueron del 81% y 78%, respectivamente. Asimismo,
el AE de C. citratus a 400 mg/L, el citral a 250 mg/L
y el AE de T vulgaris 2 400 mg/L, poseen una buena
capacidad de control del patégeno, lo cual le confiere
potencialidad prictica a las aplicaciones de los AE y
sus componentes mayoritarios en el control racional
de la antracnosis del tomate de arbol. La tendencia
decreciente de la capacidad inhibitoria observada
en todos los materiales puede ser asociada con una
disminucién de la efectividad de los tratamientos,
ocasionada por una asimilacién favorable de los
componentes activos por parte del hongo cuando
estos son suministrados en concentraciones bajas, o
al hecho de que el patdgeno posee una capacidad de
detoxificacién significativa hacia esos compuestos.
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Figura 2. Porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial de C. acutatum en el tiempo.

AE de limoncillo a 350 mg/L (Li-350) y 400 mg/L (Li-400); AE de tomillo a 350 mg/L (To-350) y 400 mg/L (To-400); citral a 250 mg/L (Ci-
250); timol a 100 mg/L (Ti-100); Manzate® a 150 mg/L (M-150) y 200 mg/L (M-200); Chlorotalonil® a 200 mg/L (Ch-200) y 250 mg/L

(Ch-250).

La evaluacién del efecto de los tratamientos
sobre la esporulacién de C. acutatum revel6 que el
timol a 125 mg/L y el citral a 300 mg/L la inhiben
totalmente, mientras que el Chlorotalonil® a 200
y 250 mg/L, y el Manzate® a 150 y 200 mg/L la
permiten en una baja proporcién. Los AE de T.

vulgaris a 350 mg/L, citral a 250 mg/L y timol a
100 mg/L; sin embargo, permiten la esporulacién en
forma significativa. Los resultados se consignan en
la tabla 4. Una correlacién positiva entre el niimero
de esporas y el didmetro de crecimiento micelial de
C. acutatum, se representa en la figura 3.
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Tabla 4. Crecimiento radial y esporulacién de C. acutatatum para los diferentes tratamientos.

Tratamientos (mg/L) Crecimiento radial (mm)* Esporulacion (Conidias/ml)
Testigo 66.0 7.49 x 10°
To-350 42.6 3.79 x 108
Ci-250 28.4 3.25x 10°
Ti-100 36.0 3.17 x 108
Li-350 39.6 3.11x10°
To-400 29.0 2.14 x 108
Li-400 24.0 1.58 x 10°
M-200 35.0 0.88 x 10°
M-150 33.0 0.85x 10°
Ch-250 15.0 0.17 x 108
Ch-200 12.4 0.089 x 10°
Ci-300 0 0
Ti-125 0 0

*

Crecimiento radial del hongo fitopatégeno a 264 horas de evaluacién.

AE de limoncillo a 350 mg/L (Li-350) y 400 mg/L (Li-400); AE de tomillo a 350 mg/L (To-350) y 400 mg/L (To-400); citral a 250 mg/L (Ci-250);
timol a 100 mg/L (Ti-100); Manzate® a 150 mg/L (M-150) y 200 mg/L (M-200); Chlorotalonil® a 200 mg/L (Ch-200) y 250 mg/L (Ch-250).
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Figura 3. Correlacién entre el crecimiento radial de C. acutatum a 264 horas de evaluacién y el nimero de esporas.

Blanco abs: blanco absoluto; AE de limoncillo a 350 mg/L (Li-350) y 400 mg/L (Li-400); AE de tomillo a 350 mg/L (To-350) y 400 mg/L (To-
400); citral a 250 mg/L (Ci-250) y 300 (Ci-300); timol a 100 mg/L (Ti-100) y 125 mg/L (Ti-125); Manzate® a 150 mg/L (M-150) y 200 mg/L

(M-200); Chlorotalonil® a 200 mg/L (Ch-200) y 250 mg/L (Ch-250).

Con respecto a la inhibicién de la germinaciéon
de las esporas de C. acutatum, se observé que el inico
material que no fue activo en un 100% es el AE de
T. vulgaris a 350 y 400 mg/L; para este tratamiento
se observo que el proceso de germinacion se inicié

seis horas después del montaje del ensayo y los
porcentajes de germinacién obtenidos con relacién
al testigo absoluto al finalizar las observaciones
(doce horas de evaluacién), fueron del 28 y 21.2%
respectivamente. El valor alcanzado por el testigo
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fue de 42 esporas germinadas con relacién a 50 es-
poras evaluadas (84% de germinacién). Los demds
materiales no permitieron la germinacién durante
el tiempo en que se realizé el seguimiento.

DISCUSION DE RESULTADOS

Con base en los resultados obtenidos en las
evaluaciones de fitotoxicidad se puede afirmar que
ninguno de los tratamientos afecta el desarrollo
foliar de las plantas de tomate de drbol (S. betacea.).
Los riesgos de fitotoxicidad inherentes a su aplica-
cién bajo las condiciones evaluadas son muy bajos
o nulos, incluso manejando dosis y frecuencias de
aplicacién altas. No obstante, es aventurado asegu-
rar de manera contundente que estos productos sean
totalmente inocuos para las estructuras vegetativas
y reproductivas de las plantas; es necesario practi-
car evaluaciones que permitan verificar los efectos
sobre la floracién, el crecimiento y el desarrollo de
frutos, entre otros.

Los estudios de actividad antiftingica del AE
de T. vulgaris y C. citratus, y sus componentes ma-
yoritarios, timol y citral, muestran que todos son
activos contra C. acutatum bajo condiciones in vitro.
La actividad observada puede ser atribuida a dafos
letales sobre la célula fingica, ya que se alteran la
capacidad reproductiva y germinativa; sin embar-
go, no se cuenta con la informacién adecuada que
posibilite determinar el sitio o sistemas biol6gicos
afectados por estos materiales. El timol a 125 mg/
L y citral a 300 mg/L presentaron el efecto mds
significativo, ya que no permitieron el desarrollo
micelial del hongo e inhibieron completamente
la esporulacién y la germinacién de las esporas.
Los resultados obtenidos con timol coinciden con
la publicacién de Hernindez et al. (19); quienes
reportan que este compuesto inhibié totalmente
el crecimiento micelial de los hongos Microsporum
canis y Trichophytum mentagrophytes a 100 mg/L y de
T. rubrum a 50 mg/L. Bravo ef al. (20) encontraron
que el timol inhibe en un 100% el desarrollo mi-
celial del hongo fitopatégeno Fusarium moniliforme,
e igualmente Muller-Rieabau et al. (21) registran
que el timol y su isémero estructural, carvacrol
(componente mayoritario de los AE de Satureja
thymbra y Thymbra spicata), inhiben completamente
el crecimiento micelial de los hongos Rhizoctonia
solani, Fusarium moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum y
Phytopthora capsici a 100 mg/L. Asimismo, el citral

VITAE

también ha sido reconocido por su actividad anti-
tangica; Garciaet al. (22) informan que el citral y el
citronelal inhiben la germinacién de las conidias y
el crecimiento micelial de Colletotrichum musae.

Los aceites esenciales de tomillo (Thymus vul-
garis) y limoncillo (C. citratus) ocasionaron una
inhibicién total del crecimiento micelial in vitro
de C. acutatum durante las primeras 72 horas de
analisis, superando incluso la actividad mostrada
por el Manzate® en las concentraciones evaluadas.
Adicionalmente, el AE de limoncillo a 350 y 400
mg/L inhibe la germinacién de esporas en un 100%,
mientras que el AE de tomillo a 350 y 400 mg/L
la permite en baja extension, 21.2 y 28.0% respec-
tivamente. Los AE de T. vulgaris y C. citratus a 400
mg/L mantienen un porcentaje de inhibicién que
oscila entre el 80 y 90 % al cabo de 96 y 168 horas
de evaluacién, comparable con aquellos obtenidos
con el fungicida comercial Chlorotalonil® a 200 y
250 mg/L, y el citral a 250 mg/L. Los resultados
obtenidos con los tratamientos realizados con los
aceites esenciales de tomillo y limoncillo presentan
correspondencia con los resefiados en la literatura.
En las evaluaciones realizadas por Maruzzuella y
Balter (23), utilizando los aceites esenciales de estas
plantas sobre diferentes hongos, encontraron que
los porcentajes de inhibicién del crecimiento del
titopatogeno Fusarium oxysporum, oscilan entre 32y
38 %. Asimismo, Bravo ef al. (20) encontraron que
el aceite esencial de T. vulgaris inhibe el desarrollo
del hongo Fusarium moniliforme en un 55%. La ac-
tividad de los AE de tomillo y limoncillo guarda
una relacién muy estrecha con los constituyentes
mayoritarios presentes en ellos, timol y citral,
respectivamente. Sin embargo, para determinar el
potencial real de este tipo de materiales como sus-
tancias para el control del hongo fitopatégeno, se
requiere de evaluaciones de actividad mas profundas
y a nivel de campo.

De otro lado, el fungicida comercial Manzate®
present6 una baja capacidad inhibitoria del creci-
miento micelial al ser comparado con los demis
materiales evaluados; sin embargo, es ampliamente
utilizado en el control de la antracnosis en los culti-
vos de tomate de drbol; Osorio (24) plantea que la
baja efectividad observada en las evaluaciones in vitro
de este fungicida puede estar ocasionada por su baja
solubilidad en agua y limitada difusién de los iones
metdlicos cobre y manganeso de este carbamato, en
los medios de cultivo.
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