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RESUMEN

Se evaluo a nivel de laboratorio el efecto de 7 extractos vegetales de hojas y frutos Neem (Azadirachta indica), hojas de
limoncillo (Swinglea glutinosa), hojas de papaya (Carica papaya), hojas de pringamosa (Urtica dioica), hojas de eucalipto
(Eucalyptus camaldulensis Dehn), frutos de ajo (Allium sativum L.) y frutos de aji (Capsicum annuum), en el control del hongo
Colletotrichum sp agente causal de la antracnosis en el cultivo del tomate de arbol (Cyphomandra betacea). El patégeno fue
aislado en medio PDA a partir de frutos de tomate de arbol, los extractos se obtuvieron mediante el picado y el licuado del
material vegetal, se depositaron en baldes plasticos, se les agrego agua en proporcion 2.5:1 (agua: muestra procesada, vol.:
peso), se sometieron a fermentacién por 24 horas. El producto se filtré utilizando gasa esterilizada y se envasaron para su
posterior evaluacion. Las concentraciones de los tratamientos que se trabajaron fueron de 25, 50, 75 y 100% sobre el agente
infeccioso, determinando el grado de inhibicion del patégeno en las cajas de Petri. Los mejores resultados se obtuvieron con la
aplicacion de las hojas de eucalipto, ya que su efecto fue del 100 % en todas las concentraciones, sin dejar de lado los frutos
del Neem y del ajo con porcentajes de inhibicion del 75 y 60 % respectivamente, presentaron un comportamiento directamente
proporcional a las concentraciones utilizadas, ya que a mayor cantidad de extracto el efecto inhibitorio fue mejor en este caso
a75%y 100%.
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ABSTRACT

Was evaluated in the laboratory the effect of seven plant extracts of Neem leaves and fruit (Azadirachta indica) leaves of
lemon grass (Swinglea glutinosa), leaves of papaya (Carica papaya), Pringamosa leaves (Urtica dioica), eucalyptus leaves
(Eucalyptus camaldulensis Dehn) fruits of garlic (Allium sativum L.) and fruits of pepper (Capsicum annuum) in the control of the
fungus Colletotrichum sp causal agent of anthracnose in tomato crop tree (Cyphomandra betacea). The pathogen was isolated
on PDA medium from tomato fruit tree, the extracts were obtained taking into account the process by (Marin, et. Al 2007), which
consists of chopping and blending plant material deposited in plastic bucket, add water ratio 2.5:1 (water: sample processed,
vol.: w), subjecting to fermentation for 24 hours. The produto was filtered using sterile gauze and package them for further
evaluation. The concentrations of the treatments that worked were 25, 50, 75 and 100% of the infectious agent, determining the
degree of inhibition of the pathogen in Petri dishes. The best results were obtained with the application of eucalyptus leaves,
since its effect was 100% at all concentrations, without neglecting the fruits of the Neem and garlic with inhibition percentages
of 75 and 60% respectively, had a behavior directly proportional to the concentrations used, since the greater the amount of
extract the inhibitory effect was better in this case 75% and 100%.
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INTRODUCCION

La antracnosis es una enfermedad causada por el hongo Colletotrichum sp. Se encuentra afectando frutales de gran impor-
tancia econdmica en el pais entre ellos el tomate de arbol que ha tenido gran acogida y aceptacion en el consumo nacional,
considerandose con un gran potencial para la exportacion'. La Antracnosis ha limitado la produccion de la fruta por el incre-
mento en los costos de produccién y las pérdidas presentadas en postcosecha por el dafo en la calidad de la fruta. Dicha
enfermedad afecta tanto en precosecha como en postcosecha, y puede llegar a ocasionar pérdidas superiores al 90% en este
cultivo sin que se cuente con un método adecuado para su manejo, pues se ha fundamentado en aplicaciones frecuentes de
fungicidas, especialmente en las etapas de floracién y fructificacion’.

La utilizacién masiva de insecticidas convencionales, y especialmente plaguicidas de amplio espectro, es costosa y trae
consecuencias colaterales secundarias, como desarrollo de la resistencia de las plagas, contaminacion ambiental, residuos
téxicos en el producto cosechado, aparicion de nuevas plagas, eliminacion de la entomofauna benéfica e intoxicacion del op-
erador?. Todos estos problemas plantean el reto de desarrollar como principal objetivo del proyecto nuevas alternativas viables
y seguras, como la utilizacion de extractos vegetales, para evitar el empleo excesivo de los productos quimicos sintéticos
para el control de enfermedades del cultivo de tomate de arbol. La utilizacion de extractos vegetales tiene la ventaja de no
provocar contaminacion, debido a que estas sustancias son degradadas rapidamente en el medio?. La presente investigacion
busco desarrollar un manejo adecuado de la antracnosis, con el fin de mejorar la productividad del cultivo, la condicién social
y econémica de los productores y de proteger el medio ambiente de la contaminacion y el deterioro continuado por el uso ex-

cesivo y exclusivo de fungicidas para su control.
Materiales y métodos

Aislamiento de Colletotrichum sp a partir de frutos de
tomate de arbol con signos de la enfermedad. Los aisla-
mientos se obtuvieron a partir de frutos infectados de tomate
de arbol con sintomas caracteristicos de la enfermedad de la
antracnosis, en los cultivos de tomate de arbol ubicados en
la vereda Chichira del Municipio de Pamplona, departamento
Norte de Santander. Los frutos se lavaron con agua y jabon
y se secaron con una toalla de papel absorbente estéril, se
sumergio durante 2 minutos en hipoclorito de sodio a una
concentracion de 3%. Transcurrido el periodo de desinfec-
cion, se enjuagan 3 veces con agua destilada estéril por 3
minutos mas. Luego se pasan por alcohol al 70% durante
2 minutos y se enjuagan con agua destilada estéril por 3
minutos, secandose con toallas de papel absorbentes esté-
riles. Las muestras de algunos frutos de tomates de arbol
previamente desinfectados fueron sembrados directamente
en Papa Dextrosa Agar (PDA) otros se colocaron en camara
humeda y se dejaron en incubacion a temperatura ambiente
por 4 dias. El tejido de interés se obtuvo cortando fragmen-
tos de tejido infectado y sano de aproximadamente 5x5 mm.
Para luego ser sembraron en agar (PDA), a 25 +2 °C durante
5 dias hasta observar las colonias del hongo.

Caracterizacion morfolégica del hongo mediante ob-
servacion macroscoépica y microscopica. La observacion
macroscopica se realizd mediante observaciéon directa de
la cepa sobre una superficie blanca y la observacion mi-
croscopica utilizando la técnica de tincion simple con azul de
lactofenol y con las ayuda de claves taxonémicas.

Prueba de patogenicidad. Se escogieron frutos de
tomate de arbol sanos, maduros y de consistencia firme,
después de desinfectados se realizaron 4 heridas en la cual
se inocularon cuadrantes de agar de 5x5 con el crecimiento
del patégeno extraido de colonia de 7 dias de crecimiento

en agar PDA se inocularon a las heridas realizadas al fruto,
y se colocaran en camara humeda a temperatura 25 +2 °C
durante 8 dias.

Preparacion de los extractos vegetales. Se realizé un
proceso de desinfeccién a las hojas y frutos con hipoclorito
de sodio al 3% durante 1 minuto, luego se realizaron 3 en-
juagues sucesivos con agua destilada, y se les aplico alcohol
al 70% por 1 minuto y se les realizaron enjuagues sucesivos
con agua destilada estéril, se dejaron secar a temperatura
ambiente.

Para la preparacion de estos extractos se tiene en cuenta
el proceso de elaboracién realizado por Marin, 20073, el cual
consistid en picar y licuar durante 3 minutos el material veg-
etal, luego se deposito en baldes plasticos con tapa, a cada
balde se le agrega agua en proporcién 2.5:1 (agua: muestra
procesada, vol.: peso), en este caso para hojas pesamos
500g y se utilizaron 2,5 litros de agua y en frutos la propor-
cion fue de 400g en 1 litro de agua, luego se sometieron a
fermentacion por 24 horas, se procedio a filtrar utilizando 4
capaz de gasa esterilizada y se envasaron para su poste-
rior evaluacion en el laboratorio. Las concentraciones de los
tratamientos a trabajar seran de 25, 50, 75y 100%.

Evaluacion de los siete extractos vegetales sobre la
inhibicion del patégeno. Se aplicaron las concentracio-
nes de 25%, 50%, 75% y 100%, se determind el grado de
inhibicién del patégeno en las cajas de petri y para lo cual
se utilizé un modelo estadistico completamente al azar de 7
tratamientos con 6 repeticiones y 126 unidades experimen-
tales. La cantidad preparada fue 120 ml utilizados para las
6 repeticiones de cada concentracion ademas de un testigo
por tratamiento utilizado.

Luego se procedio a realizar la siembra del hongo Col-
letotrichum sp, el cual se realizé tomando un cuadrante del
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hongo de aproximadamente 5 x 5 mm el cual se sembro en
el centro de las cajas. Para evaluar el crecimiento del hongo
se utilizé un pie de rey con el cual se tomaron medidas del
radio de crecimiento del hongo, a partir de este resultado se
obtuvo el porcentaje de inhibicion teniendo en cuenta el cre-
cimiento del testigo a partir de la siguiente férmula utilizada
por Rondén, 2006)*.

Resultados y Discusion

Aislamiento de Colletotrichum sp a partir de frutos de
tomate de arbol con signos de la enfermedad. El creci-
miento de los aislamientos en PDA se presenté en forma ra-
dial; con aspecto micelial algodonoso, el color predominante
fue el gris, el micelio es raso blanco en sus bordes, que con
el tiempo se torna grisaceo en algunas se presentd color-
acion salmon- naranja Su desarrollo completo se alcanza en
17 dias a una temperatura de 25 +2 °C.

Caracterizacion morfolégica del hongo mediante ob-
servacion macroscoépica y microscopica. El analisis mi-
croscopico se observo, conidias largas, hialinas, cilindricas
con extremos puntiagudos, las mismas fueron identificadas
utilizando la clave de Barnett y Hunter, 1986°. Figura 1.

Figura 1. Estructuras microscépicas de Colletotrichum sp.
Fuente de la imagen: Autores del texto.

Prueba de patogenicidad. Los frutos inoculados
mostraron la sintomatologia de la antracnosis en los lugares
donde se les hicieron las heridas, los primero sintomas se
identificaron como puntos necroticos pequenos y superfi-
ciales de color café a negro, que posteriormente ocasiono
un hundimiento suave demostrando la colonizacion del te-
jido por parte del patégeno tal como se puede apreciar en
la figura. El posterior re-aislamiento del patdgeno a partir de
los frutos con los sintomas confirmo la presencia del mismo.
Figura 2.

Figura 2. Fruto después de inoculado el micelio del patdége-
no con la sintomatologia caracteristica de la antracnosis.
Fuente de la imagen: Autores del texto.

Preparacion de los extractos vegetales. Se establecio
las concentraciones de los extractos vegetales teniendo en
cuenta la tabla 1:

Tabla 1. Concentracion de los extractos. Fuente:
Autores
Cantidad | Cantidad | Cantidad
Concentracion de de de
(%) extracto agua PDA
enmL enmL |engramos
25% 30 90 4.68
50% 60 60 4.68
75% 90 30 4.68
100% 120 0 4.68

Evaluacion de la inhibicion de cada uno
de los extractos:

En la figura 3 se observa que los mejores resultados se
obtuvieron con la aplicacion de las hojas de eucalipto, ya
que su efecto fue del 100 %, sin dejar de lado los frutos del
Neem y del ajo con porcentajes de inhibicion del 75y 60 %
respectivamente, mientras que los demas extractos no pre-
sentan efectos positivos de inhibicion en el crecimiento del
hongo Colletotrichum sp., especialmente en aquellos donde
se utilizan hojas de papaya, hojas de Neem y hojas de prin-
gamoza, por el contrario fueron los que estimularon el cre-
cimiento miceliar del hongo, esto puede deberse a que los
hongos pueden liberar una gran cantidad de enzimas que
les permitirian degradar los compuestos toxicos, y usarlos
en alguna parte de su metabolismo.
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Figura 3. Andlisis de medias tipo de extracto vs % inhibicion
segun el test de medias de Tukey 95%.

FA: Frutos de Ajo, FAJ: Frutos de Aji, FN: Frutos de Neem,
HCA: Hojas de Papaya, HE: Hojas de Eucalipto, HL: Hojas
de Limoncillo, HN:Hojas de Neem, HP: Hojas de Pringamo-
za. Fuente de la imagen: Autores del texto.

Segun referentes tedricos se han descrito mas de 30
taninos que son un grupo de sustancias fendlicas poliméri-
cas, que pueden inhibir hongos y bacterias como el tanino
presente en el eucalipto (Eucalyptus globulus)®. En el caso
de este proyecto pudimos comprobar la eficacia del eucalip-
to pues en todas las concentraciones inhibié el crecimiento
de Colletotrichum sp formando halos de inhibicién. EI Neem
esta compuesto por una mezcla de principios activos entre
los cuales se destacan por su gran concentracion en las se-
millas las azadiracthinas, meliantriol, salannim y nimbin con
posibles actividades antimicéticas. En el fruto del Neem es
donde se encuentran la mayor concentracién los aceites es-
enciales de este arbol, esto lo pudimos comprobar pues ac-
tuaron las semillas en la inhibiciéon del hongo y las hojas de
este extracto no fueron efectivas.

El ajo (Allium sativum L) posee productos azufrados
como alicina, alina, cicloide,de alicina y disulfuro de dialil con
propiedades repelentes, esto le da caracteristicas que ha-
cen que se pueda utilizar como repelente de afidos, también
previene el ataque de hongos y actia como bactericida y
fungicida. La alicina (S-2-propenil éster del acido 2-prope-
nol-1- sulfinotiotico) representa tipicamente el 70% de los
compuestos sulfurados presentes en ajo fresco, siendo asi
el tiosulfinato de mayor abundancia en la planta. Este es un
compuesto que se forma a través de la interaccion de su
precursor (aliina) con la enzima aliinasa.

La aliinasa constituye el 0.24 % del peso global de la
parte comestible del vegetal, se encuentra confinado en las
vacuolas celulares y es el componente “madre” (farmacoldgi-
camente inactivo e inodoro) del cual se deriva la sustancia
activa. La enzima alinasa se encuentra en el citoplasma,

de manera que el sustrato solo tiene acceso a los precur-
sores cuando se rompe el tejido (al ser machacado o cor-
tado) provocando la formacion de alicina acomparfada del
olor caracteristico el ajo. El ajo fresco tiene alrededor del 62
- 64 % de humedad; sus sélidos secos estan formados prin-
cipalmente por polisacaridos (80%) y proteinas azufradas
(14-16%)".

La figura 4 se observa una relacién directamente propor-
cional entre la concentracion aplicada y la inhibicion presen-
tada, ya que a lo largo del trabajo se utilizaron concentra-
ciones de 25, 50, 75 y 100 % para los diferentes extractos
evaluados con resultados favorables para los de 75y 100%,
esto debido a que los extractos con mayor cantidad de trata-
miento tuvieron efectos mas significativos en la inhibicién del
hongo Colletotrichum sp.
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Figura 4. Analisis de medias concentracion del extracto vs %
inhibicion segun el test de medias de Tukey 95%. Fuente de
la imagen: Autores del texto.

La grafica 5 muestra que los extractos fueron mas efec-
tivos con el paso del tiempo, ya que se apreciaron avances
al dia 17 y se logr6 identificar los extractos que alcanzaron
a inhibir el crecimiento del hongo colletotrichum sp, con re-
specto al testigo.
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Figura 5. Analisis de medias tiempo vs % inhibicion segun el
test de medias de Tukey 95%. Fuente de la imagen: Autores
del texto.
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Analisis de interacciones:

En esta etapa se analizé la interaccion de las diferentes
variables que intervienen en la escogencia de los mejores
tratamientos en la inhibicion del hongo Colletotrichum sp.,
como son el tiempo, concentracion y tipo de extracto.

Tiempo: se analizd cual extracto presenta mayor grado
de inhibicion del hongo Colletotrichum sp., a través del tiem-
po.
El grafico 6 se observa claramente que el mejor extracto
fue el realizado con las hojas de eucalipto, ya que en el dia
3, 9y 17, el porcentaje de inhibicién era del 100 %. Los ex-
tractos realizados con los frutos del Neem y del ajo, presen-
taron altos niveles de inhibicién en los tres puntos de andlisis
llegando a sus niveles maximos a los 17 dias con porcen-
tajes de 75y 60 % respectivamente.

Géfico de Ineraccionss
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Figura 6. Interaccion tiempo vs % Inhibicion. Fuente de la
imagen: Autores del texto.

También es claro identificar los extractos que a lo largo
de los 17 dias no representan ningun tipo de efecto en la
inhibicién de este hongo, como es el caso de las hojas de
papaya, hojas de Neem, hojas de pringamoza, y hojas de
limoncillo.

Concentracion: se analizé el comportamiento de las con-
centraciones utilizadas en relacion al grado de inhibicion en
el maximo tiempo de estudio permitido por el testigo.

El grafica 7 se observa que las concentraciones diluidas
de 25 y 50%, no representan mayor aporte en la inhibicion
del hongo Colletotrichum sp., contrastando con los efectos
positivos que se aprecian en las conc9lentraciones de 75 y
100 %.
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Figura 7. Interaccion concentracion vs tiempo. Fuente de la
imagen: Autores del texto.

Extracto: Se analizé el comportamiento de los diferentes
extractos en las concentraciones de 25, 50, 75,y 100 % vy
sus efectos en la inhibicion del hongo. En la figura 8 se ob-
serva con claridad que el extracto de hojas de eucalipto in-
hibi6 completamente el crecimiento del hongo en todas las
concentraciones utilizadas. El extracto a base de frutos del
Neem y el realizado con frutos de ajo, presentaron un efec-
to bastante considerable llegando a restringir hasta el 80 %
el crecimiento del hongo. De igual forma, como podemos
observar que estos extractos presentaron unos comporta-
mientos directamente proporcionales a las concentraciones
utilizadas, ya que a mayor cantidad de extracto el efecto
inhibitorio fue mejor.
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Figura 8. Interaccién concentracion vs % inhibicion. Fuente
de la imagen: Autores del texto.
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