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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion consistié en evaluar in vitro la efectividad inhibitoria del aceite esencial (AE)
de hojas de Cymbopogon citratus en el Fusarium oxysporum presente en el tomate (Lycopersicum esculentum). El
trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacion en Quimica Ambiental ubicado en la Corporacion
Universitaria del Huila- CORHUILA, en el municipio de Neiva (Huila). Se inici6 con la extraccion de AE de hojas de
C. citratus, empleando el método de hidrodestilacion con arrastre de vapor, luego de la extraccion, se envié la
muestra de AE al laboratorio de la UIS, en donde se caracterizé su composicion quimica por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masa, luego se calculé el rendimiento del AE, obteniendo un 0,5 %. Posteriormente, se
recolect6 las muestras de hojas, fruto y tallo con rasgos de contaminacion para ser incubadas durante siete dias en
cajas de Petri con medio de cultivo, hasta obtener una cepa de hongo pura, aislada la cepa, fueron comparadas de
manera microscopicas aplicando el atlas de micologia de Saldarriaga y algunas claves taxonémicas, logrando
identificar al F. oxysporum. La actividad fungicida se analizé mediante la siembra directa en superficie de agar papa
dextrosa en concentraciones de 1000, 1500 y 2000 ppm con cinco repeticiones, ademas de emplear dos muestras de
testigo absoluto y dos de testigo comercial, durante siete dias. Los resultados fueron favorables puesto que las tres
concentraciones observaron un porcentaje fungico del 100 %, esto puede ser debido al citral (mezcla entre dos
estereoisdmeros, genarial 48,2 % y neral 34,9 %). Razon por la cual, se puede asegurar que el AE de C. citratus
podria ser una solucidn viable ante los problemas de este hongo fitopatdgeno

Palabras claves: fungicida, Cymbopogon citratus, Fusarium oxysporum, incubar y Lycopersicum esculentum.

ABSTRACT

The objective of the present investigation consisted in evaluating in vitro the inhibitory effectiveness of the essential
oil (AE) of leaves of Cymbopogon citratus in the Fusarium oxysporum present in tomato (Lycopersicum esculentum).
The work was carried out in the Research Laboratory in Environmental Chemistry located in the University
Corporation of Huila-CORHUILA, in the municipality of Neiva (Huila). It began with the extraction of AE from
leaves of C. citratus, using the method of hydrodistillation with steam drag, after the extraction the sample of AE was
sent to the laboratory of the UIS, where it was characterized by gas chromatography coupled to mass spectrometry,
then the performance of the AE was calculated, obtaining 0,5 %.

Subsequently, the leaf samples were collected, fruit and stem with contamination traits were collected to be incubated
for seven days in Petri dishes with culture medium, until obtaining a strain of pure fungus, isolated the strain, were
compared in a microscopic way by applying the atlas Mycology of Saldarriaga and some taxonomic keys, managing
to identify F. oxysporum.

The fungicidal activity was analyzed by direct seeding on the surface of potato dextrose agar in concentrations of
1000, 1500 and 2000 ppm with five repetitions, besides using two samples of absolute control and two samples of
commercial control, during seven days. The results were favorable since the three concentrations observed a
fungicidal percentage of 100 %, this may be due to citral (mixture between two stereoisomers, genarial 48.2 % and
neral 34.9 %). Reason why, it can be assured that the AE of C. citratus could be a viable solution to the problems of
this phytopathogenic fungi.

Keywords: fungicidal, Cymbopogon citratus, Fusarium oxysporum, incubate y Lycopersicum esculentum.
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1. INTRODUCCION

Colombia ocupa el segundo lugar en biodiversidad y se encuentra entre las doce
naciones mas megadiversas del planeta, debido a estar situados en una zona tropical,
tiende a albergar un ambiente 6ptimo para el desarrollo de diversas especies. Hasta el
momento 54.871 registradas (COLCIENCIAS, 2016), compartiendo con Brasil el
primer lugar en biodiversidad y el segundo en diversidad de plantas, respecto a este
ultimo, el pais tiene un estimado de 27.881 especies, mas del 10 % de todas las que se
conocen a nivel mundial, usadas comunmente para fines medicinales muy diversos
(Bernal, Garcia, & Quevedo, 2011).

Por lo tanto, es importante hacer uso de la gran biodiversidad vegetal que se tiene,
fortaleciendo las investigaciones en algunas de estas especies vegetales que poseen
aceites esenciales con principios activos interesantes, ya que poseen metabolitos
secundarios, los cuales estan compuestos por una mezcla compleja de terpenoides,
principalmente, monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) y una variedad de fenoles
aromaticos, oxidos, éteres, alcoholes, ésteres, aldehidos y cetonas que determinan el
aroma y el color caracteristico de las plantas (Betts, 2001).

La presencia de los monoterpenos volatiles o aceites esenciales en las plantas
constituyen una importante estrategia de defensa contra animales herbivoros y
sobretodo en plagas de insectos y hongos patégenos (Bakkali, Averbeck, Averbeck, &
Idaomar, 2008).

De acuerdo con la informacion del parrafo anterior, los aceites esenciales se destacan
por estar al alcance y contener multiples posibilidades de aplicacion en la agricultura,
contrarrestando microorganismos que afectan cultivos de gran relevancia econémica y
de seguridad alimentaria.

Razon por la cual, en la presente investigacion, fue preciso analizar la actividad
fungicida del aceite esencial del limoncillo (Cymbopogon citratus), contra el Fusarium
oxysporum, patégeno que por ser habitante del suelo, es dificil de controlar y causa
pérdidas entre el 21 % y 47 % en cultivos de libre exposicion y bajo cubierta
(Ramyabharathi, Meena, & Raguchander, 2012) y (Enespa & SK.Dwivedi, 2014), al
momento de atacar ocasiona “mal del talluelo”, lo cual consiste en la carencia de lignina
en el tallo, haciendo susceptible la planta para el patdgeno y asi alcanzar rapidamente
los vasos del xilema, causando la destruccion y el colapso del tejido en las plantas del
cultivo de tomate de mesa (Agrios, 2005).

El tomate de mesa (Lycopersicun esculentum), es una de las hortalizas de mayor
consumo, comercializacion e industrializacién a nivel mundial, su produccién para el
afio 2015 fue de 170 millones de toneladas y Colombia tuvo un aporte de 646.904
toneladas (Horto, 2017).

Destacando los anteriores datos, se quiso buscar la manera de remover o inactivar el
efecto dafiino del F. oxysporum presente en el tomate, ademaés de buscar la reduccion de
pesticidas como Panzer, Glifosato, Manzate, Furadan, matel paration entre otras, que a
pesar de estar restringido su uso, se contintan circulando en el pais ocasionando graves
efectos a la salud de los seres vivos (Varona et al., 2009).
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En consecuencia, por esta actividad, la secretaria de salud de Antioquia, ha informado
que el contacto con estas sustancias pone en peligro la vida de plantas, animales y
personas que deben ser atendidas en un tiempo menor de 24 horas; ademas de resaltar
que las intoxicaciones se dan de manera paulatina y estds desencadenan graves
enfermedades genéticas y degenerativas, principalmente por estar en ciertas
proporciones en los alimentos (Morales, 2016).

Tal como lo demostro la investigacion de (Garcia, Rodriguez, Restrepo, & Sanchez,
2017), donde se recolectaron muestras de tomate en depdsitos de granos y la mayoria
presentaron trazas de 4,4’-DDT, endosulfan y metoxicloro, plaguicidas que a pesar de
estar restringidos y/o prohibidos en Colombia se contintan aplicando.

Por tal motivo, se estructurd el trabajo de investigacion estableciendo como objetivo
general, evaluar la efectividad del limoncillo Cymbopogon citratus contra el Fusarium
oxysporum presente en el tomate Lycopersicum esculentum. Por medio de tres objetivos
especificos que consistieron en: caracterizar la composicion quimica del aceite esencial
obtenido del limoncillo Cymbopogon citratus, cultivar cepas puras del hongo Fusarium
oxysporum aisladas en el tomate de mesa (Lycopersicum esculentum), por ultimo,
analizar las pruebas de inhibicion del aceite esencial del Cymbopogon citratus contra el
Fusarium oxysporum presente el tomate (Lycopersicum esculentum).

Con base en los resultados obtenidos durante la investigacion, se pudo evaluar la
actividad fungici que tienen los compuestos inmersos en el Cymbopogon citratus contra
el Fusarium oxysporum, contribuyendo a la posibilidad de obtener una nueva estrategia
agricola para atacar este patdgeno y asi aportar en el desarrollo de una agricultura
sostenible, no solo durante la cosecha sino también en la pos-cosecha.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Se recolectaron las hojas de limoncillo (Cymbopogon citratus), en el barrio La Gaitana
del municipio de Neiva (Huila), el material vegetal fue cortado para luego ser
introducido en un recipiente de poliestireno expandido y preservarse a 25 °C (Granados,
Yéfez, & Santafé, 2012).

2.2. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

En una béascula calibrada se pesaron 200 g de material vegetal que posteriormente se
lavaron con agua y seguida de esta limpieza el material se trozo con unas tijeras de tal
manera que puedan ingresar en el orificio del balén.

2.3. OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL

La obtencion se llevo a cabo por medio del método de hidrodestilacion por arrastre de
vapor, donde se emplearon los siguientes materiales: un balén con capacidad de 2000
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mL, un condensador, una trampa Clevenger, una motobomba, unas pinzas de agarre,
una plancha, el material vegetal procesado y 800 mL de agua destilada.

En el balon se introdujeron los 200 g del material vegetal procesado y los 800 mL de
agua destilada, de esta manera se unieron las demas piezas formando el recipiente Dean-
Stark (Figura 1) y asi se inicio el proceso de hidrodestilacion por arrastre de vapor,
durante 3 horas.

La obtencidn del aceite esencial se observo en la trampa de Clevenger por densidad y su
extraccion se realizo por medio de una pipeta. Luego el AE extraido fue conservado en
un tubo de ensayo previamente esterilizado, como se ilustra en la Figura 2. Finalmente
se adicion6 5 mg de sulfato de sodio anhidro (Na;SO4) por cada mililitro de aceite
esencial, almacenandolo a una temperatura de 10 °C.

Figura 1 Equipo Dean-Stark Figura 2 Aceite extraido de Cymbopogon
citratus

2.3.1. CALCULAR EL RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL

Para determinar el rendimiento del aceite esencial se aplicé la siguiente formula:
vV
R = M * 100 = %

Donde R: rendimiento %, V: volumen del aceite esencial en mL y M: masa del material
vegetal (g), de acuerdo a esta operacion matematica se realizé el calculo del rendimiento
del AE del C. citratus (Pino, Sanchez, Rojas, Abreu, & Correa, 2012).

2.4. CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL AE DE C.
CITRATUS

Extraido el aceite esencial del limoncillo, se procedio a alistar una muestra de 1 mL, en
un tubo de ensayo sellado con cinta dentro de una cava de poliestireno expandido,
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agregandole dos bolsas de gel térmico para preservar la muestra durante el recorrido al
Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Aromaticas y Medicinales Tropicales-CENIVAM de la Universidad Industrial de
Santander en la ciudad de Bucaramanga.

De este modo se logré determinar la composicion quimica, en este laboratorio se
empleo la metodologia de Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas
(GC-MS), (corriente idnica total reconstruida, normalizacion simple, identificacion
presuntiva en columna APOLAR, DB-5MS (60 m); (El, 70eV) usando las bases de
datos de Adams,Wiley y NITS, de las muestras que posteriormente se analizaron por
GM-MS operado en el modo de barrido completo de radiofrecuencia (full scan)
(Universidad Industrial de Santander, 2018).

2.5. COLECTAY PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

Se selecciond una planta de tomate de mesa del municipio de Campoalegre (Huila), la
cual presentaba sintomas de pudricién en sus hojas, tallo y fruto. Como se observa en la
Figura 3, su aparente estado fitosanitario no era el mejor, ademas, la planta no tenia
ningun tipo de aplicacion de productos sintéticos.

Figura 3 Planta de tomate con aparente estado de afectacion
3A. Tallo afectado, 3B. Planta marchitada, 3C. Fruto afectado, 3D. Hojas afectadas

Fuente: Autores
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El material recolectado se guardd en bolsas de plastico debidamente selladas para ser
ingresadas al Laboratorio de Quimica de la Corporacion Universitaria del Huila-
CORHUILA del bloque B, donde se lavaron con agua potable y se ingresaron en tres
recipientes de plastico, se rotularon y se aseguraron para que las estructuras no se
danaran.

La técnica utilizada se denomina camara humeda, la cual sirvi6 para estimular el
crecimiento del hongo presente en los signos de afectacion (hojas, tallo o fruto) por un
periodo de 24 horas, segin la metodologia del laboratorio del grupo de investigacion
establecido por Castro & Figueroa (2015).

2.6. PREPARACION DEL PDA

El medio de cultivo se prepar6 con agua destilada esterilizada y de acuerdo con las
recomendaciones establecidas por el fabricante, 39 g de PDA OXOID equivalen a 1 L
de agar. El proceso se efectio en 20 cajas de Petri. De acuerdo con la regla de tres, se
empled 15.6 g de agar con 400 mL de agua, para llenar la totalidad de las cajas
requeridas.

Se calentaron los 400 mL de agua en un erlenmeyer, por medio de la plancha hasta
alcanzar los 60 °C que registré el termometro. Luego se logr6 agregar los 15.6 g del
medio de cultivo PDA OXOID. Después se afiadié por medio de una jeringa, seis gotas
de antibiotico Amoxicilina con el propdsito de evitar el crecimiento de bacterias o
microorganismos indeseados. El procedimiento se describe en la Figura 4.

Finalmente, se afiadié el medio de cultivo a las 20 cajas de Petri, ingresandolas a la
autoclave hasta alcanzar los 120 °C y 15 libras de presion durante 25 minutos.
Dejandolas enfriar durante 30 minutos para facilitar su manipulacién.
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4C 4D

Figura 4 Preparacion del medio de cultivo

4A. Toma de temperatura, 4B. Medio de cultivo agregado, 4C. Agitacion, 4D. Medio de
cultivo listo

Fuente: autores.
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Figura 5 Preparacion del medio de cultivo

4A. Toma de temperatura, 4B. Medio de cultivo agregado, 4C. Agitacion, 4D. Medio de
cultivo listo

Fuente: autores.

2.7. CULTIVO DEL HONGO FUSARIUM OXYSPORUM

Se realizo el cultivo de los hongos fitopatdgenos presente en la planta de tomate de
mesa (Lycopersicum esculentum) del municipio de Campoalegre, de una manera
aséptica en la camara de flujo laminar del Laboratorio de Investigacion en Quimica
situado en la Corporacion Universitaria del Huila-CORHUILA. La cdmara se limpid
con hipoclorito al 5 %, utilizando elementos de proteccion como guantes de nitrilo,
tapabocas, gorro quirurgico y bata.

Con las concentraciones adecuadas de nutrientes se lleva a cabo el cultivo,
implementando cortes redondos de 5 mm de diametro aproximadamente, desinfectado
cada uno con hipoclorito de sodio al 3 % por dos minutos y enjuagado con agua por un
minuto, de acuerdo a la metodologia del protocolo de laboratorio establecido por Castro
& Figueroa (2015).

Posteriormente, la muestra previamente cortada, se puso en contacto con el medio de
cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA OXOID) en el centro de una caja de Petri, estas cajas
se sellaron con papel pelicula y se etiquetaron para ser incubadas a 26 °C y 90 % de
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humedad relativa de acuerdo con la metodologia de Pérez, Sanchez, Rojas, Abreu, &
Correa (2011).

2.8. ASILAMIENTO DEL PATOGENO

La purificacion de los organismos fangicos presentes en la planta de tomate
seleccionada, se realiz6 después de ocho dias de crecimiento micelial en el Laboratorio
de Investigacion en Quimica de la Corporacion Universitaria del Huila-CORHUILA,
con los hongos se realizaron trasferencias continuas a nuevas cajas de Petri con medio
de cultivo, hasta obtener una colonia pura.

2.9. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL F. OXYSPORUM

Las caracteristicas correspondientes al microorganismo aislado, se determinaron
mediante comparaciones visuales y microscopicas de las principales caracteristicas
morfolodgicas (pigmentacion del cultivo, tamafio, forma y numero de septos de micro y
macroconidias) revisando el atlas de micologia de Saldarriaga (2010), con el objetivo de
tener el género identificado y luego identificar la especie que se aislo.

Por consiguiente, fue necesario revisar las claves taxondmicas de Booth (1977), Singh
(1991), Lbpez (2003) y Leslie & Summerell (2006), hasta tener la mayor certeza de la
especie. Como se realizo en la investigacion de Lezcano, Martinez, & Alonso (2012)
con este género.

Por otro lado, se aplico la tasa de crecimiento micelial (cm/dia); se evalud por medio del
logaritmo matematico descrito en la metodologia de Meed, Hudson, & Hinton (1993).

_€f-ch
- (Tf - TD)

Donde, TC: tasa de crecimiento, Cf, crecimiento final, Ci, crecimiento inicial, Tf,
tiempo final y Ti, tiempo inicial.

TC

La metodologia propuesta por Castafio (1998) se implementd para la medicion y
caracterizacion de las micro y macroconidias, realizando montajes en laminas
portaobjetos con dos gotas de lactofenol al 0,05 % y aceite de inmersion, observando en
el microscopio previamente calibrado y compuesto de luz, con el objetivo 40X las
dimensiones de las estructuras fangicas.

2.10. DISENO EXPERIMENTAL

Se aplico un disefio irrestrictamente al azar (D.l.A.) con arreglo factorial, en este caso,
dos factores. El factor A, corresponde al tratamiento con Silvacur aplicado con la mayor
concentracion y dos de testigo absoluto. El factor B, hace relacion a tres
concentraciones evaluadas de 1000, 1500 y 2000 ppm. La unidad experimental consisti
en una caja de Petri con cinco repeticiones para un total de 19 muestras incubadas.
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2.11. EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD FUNGICIDA DEL C.
CITRATUS

La a prueba de actividad inhibitoria del aceite esencial de limoncillo (Cymbopogon
citratus) se llevd a cabo contra el Fusarium oxysporum presente en el tomate
(Lycopersicum esculentum) previamente identificado por medio de algunas claves
taxondmicas y el atlas de micologia de Saldarriaga.

Se inicio la evaluacion con la preparacion de los dos factores, adicionandole en cada
caja de Petri, tres gotas de tenso activo, con el objetivo de lograr homogeneidad en la
disolucién. Como se observa en la Figura 5.

Adicionados los valores correspondientes de cada concentracion del aceite esencial en
la superficie sembrada del hongo aislado disuelto con el medio de cultivo y el tenso
activo. Se llevaron a incubacién con una temperatura de 30 °C durante siete dias. Como
se muestra en la Figura 6. Los tratamientos no tuvieron intervalos de luz y
manipulaciones externas considerables, simplemente cuando fueron tomadas las
medidas.

5C sD

Figura 6 Proceso de inhibicion
5A. Concentracion calibrada de 1000 ppm, 5B. Adicidn del medio de cultivo a los 1000 ppm, 5C. Los tratamientos
esterilizados, 5D. Siembra con tratamientos
Fuente: autores.
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Figura 7 Tratamientos de esterilizacion de las muestras en la incubadora

Finalmente, la actividad fungicida del aceite esencial se evalu6 midiendo el crecimiento
radial en los dias 3, 5y 7 en cada caja de Petri con el hongo aislado. Aplicando la
siguiente ecuacion matematica que define el porcentaje de indice antifungico de la
investigacion realizada por Guo et al. (2008).

IAO/—(l Da 100)
A0 = —E*

Donde, I.A, indice antifingico, Da corresponde al crecimiento de cada tratamiento y Dy
al crecimiento del testigo absoluto.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del porcentaje de rendimiento del AE de C. citratus, obtenidos durante el
proceso de extraccion fueron de 0,5 %, indicando segun el estudio de Joulain (1996)
una posible explotacién comercial, debido a que el porcentaje es superior a 0,1 % que es
el valor minimo de rendimiento.

Las variaciones en el porcentaje de rendimiento de Saleem, Afza, Anwar, Hai, & Ali
(2003) quienes obtuvieron 0,58 %, principalmente se debe a la toma hojas frescas,
siendo esta investigacion resaltada, ya que se trabajo con tres especies del género citrus,
las cuales tuvieron distintos rendimientos: 0.58 % (C. citratus), 0.35 % (C. paradisi),
0.2 8% (C. recticulata) y 0.21 % (C. aurantifolia).

Otro resultado comparativo fue el de Linares, Gonzalez, Usubillaga, & Darghan (2005)
quienes mostraron un rendimiento de 0,82 %, dato similar al obtenido por Cuéllar &
Yunus (2009), realizado en Uganda con el Cymbopogon citratus, obteniendo un
rendimiento del 0.64 % de aceite esencial ambos en hojas frescas.

De igual manera se compararon los resultados de la investigacion realizada por Rios
(2010), el cual tuvo un rendimiento de 1,06 % de AE del limoncillo; ademas del trabajo
investigativo de Mendoza & Taborda (2010), los cuales obtuvieron un 1,22 % de
rendimiento de aceite esencial de C. citratus.

Segun estos resultados similares en la mayoria de los trabajos investigativos, se
concuerda con lo dicho por Weiss (1997); Maiti, Raju, Geetha & Mandal (2006)
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quienes informaron que el contenido de aceite de un corte normal deberia promediar
entre 0.25 y 0.50 %, pero con un buen manejo y cepas seleccionadas se podrian producir
hasta 0.66 a 0.90 %.

Con respecto al andlisis de la composicién quimica del AE Cymbopogon citratus
realizado por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
resultados expuestos en la Figura 7 del perfil cromatogréfico, se logré identificar
dieciocho componentes que representan el 99.9 % de los componentes presentes en el
aceite esencial. Los constituyentes del AE se presentan en la tabla 1, los componentes se
enumeran en un tiempo de retencion por minutos.
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Figura 7 perfil cromatogréafico de AE Cymbopogon citratus

Los componentes mayoritarios identificados fueron los monoterpenos genarial 48,2 %

y neral con 34,9 %. Siendo estos datos similares con los reportes de la literatura
cientifica de Saleem et al. (2003) en el que obtuvieron en citral a 40,8 %y citral b 32 %
los constituyentes mas comunes en las especies analizadas del género Citratus
(aurantifolia, paradise y reticulate).

En relacion con la anterior informacion, también se tuvo en cuenta las similitudes del
estudio cientifico realizado por Linares et al. (2005) quienes obtuvieron en la
identificacion por cromatografia y espectros de masas del AE de C. citratus, los
monoterpenos de genarial 43,16 % y neral 34,35 %, en su aplicacién para la
fertilizacion de tierras agricolas. De igual modo se tomé en cuenta la descripcion de los
compuestos quimicos presentes en el AE de C. citratus realizado por Negrelle &
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Carnerio (2006), en el cual los constituyentes del aceite esencial fueron el citral
(aldehidos geranial con 40,2 % + neral 32,3 %) y terpenos (myrcene -monoterpene y
geranial, terpenic alcohol).

Tabla 1

Resultado de la composicion quimica del Cymbopogon citratus

tr, min Identificacion tentativa Cantidad relativa %
19,13 Metil heptano 0,1
19,36 B-mirceno 4,5
24,01 Compuesto NI 0,6
25,74 Compuesto NI 0,3
26,09 Compuesto NI 0,3
26,43 Cis-Isotral 1,0
27,15 trans-Isocitral 1,9
28,90 Compuesto NI 0,3
29,48 Neral 34,9
29,78 Genariol 2,8
30,56 Genarial 48,2
31,30 Undecanona 1,0
33,69 Eugenol 2,0
34,51 Acetato de genarilo 0,2
36,54 Trans-p-Cariofileno 0,2
38,64 Tridecanona 1,0
39,31 Acetate de eugenol 0,4
42,87 Compuesto NI 0,2

Los compuestos con mayor porcentaje son conocidos en el mercado por su capacidad de
inhibir ante patégenos por su fuerte aroma a limén, cuya mezcla es conocida como
citral, la cual se compone de dos estereoisomeros, el citral a (trans) o geranial y el citral
b (cis) o neral (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2013).

En lo referente al patdgeno Fusarium oxysporum, hallado inicialmente por medio de
observaciones macroscopicas del aislamiento, se obtuvo un crecimiento algodonoso,
inicialmente con tonalidad blanca que al pasar los dias se tornaba mas crema en la zona
con mayor esporulacién (Figura 8).

Las caracteristicas microscopicas del patdgeno aislado (Figura 9), por medio de las
comparaciones microscépicas de su morfologia (pigmentacion, tamafio, forma y numero
de septos de micro y macroconidias), los resultados que en primera instancia se
resaltaron fueron los del crecimiento acelerado de 3 cm cada tres dias, las microconidias
cilindricas, en su mayoria con curvas que poseen un tamafio oscilado en 6,2 x 2,1 pm'y
de 2 a 3 septos, por tal motivo se pudo establecer que la especie con mayor similitud es
el F. oxysporum.

36




Ciencia e Ingenieria 2018 Vol. (5) N° (1) Flérez B. W.. y Castro S. H.
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FUNGICIDA DEL LIMONCILLO (Cymbopogon citratus)
EN EL TOMATE (Lycopersicum esculentum) in vitro

8A 8B
Figura 8 Cepa de hongo aislado

8A. Hongo en el anverso, 8B. Hongo en el reverso
Fuente: autores.

Estos resultados coinciden con Vasquez & Castafio (2017), quienes responsabilizaban
las anomalias fisicas de marchitez, manchas, afiublos foliares, pudricion de la raiz tallo
y fruto en la planta de tomate (Lycopersicum esculentum) eran inducidos por el
Fusarium oxysporum. Cabe destacar que esta especie no solamente se encuentra
presente en la planta de tomate, también se tienen datos de su incidencia en la
leguminosa arbdrea Leucaena leucocephala, como lo resalta la investigacion de
Lezcano et al. (2012) en Perd.
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9C 9D
Figura 9 Vista microscépica del F. oxysporum
9A. Vista de microconidias cilindricas a 10x, 9B. Vista microscdpica de macroconidias con septos a
100x, 9C. Vista de clamidosporas globosas a 40x, 9D. Vista de clamidosporas globosas intercalares a
100x.
Fuente: autores

Otra hortaliza afectada por la presencia del F. oxysporum, es la arveja pisum sativum, la
cual tiene una investigacion realizada por Osorio & Castafio (2011), bajo el titulo de
“Caracterizacion del agente causante de la pudricion de raices de la arveja (pisum
sativum linneo), enfermedad endémica en el municipio de Manizales Caldas
(Colombia)”, cuyo estudio pudo demostrar bajo algunas claves taxondmicas la
presencia de este patdgeno con rasgos fisicos similares, como marchitez, manchas,
afiublos foliares y aparente pudricién en su fruto, hojas y tallo.

Los resultados de inhibicién obtenidos mediante la aplicacion de la formula matematica
fueron del 100 % (Tabla 2), es decir, el aceite esencial de C. citratus, presento una
buena efectividad inhibitoria en las tres concentraciones (1000, 1500 y 2000 ppm), ya
que no se produjo ningun crecimiento micelial durante los 7 dias de incubacion. Como
se ilustra en la Figura 10.

10A 10B 10C
Figura 10 Tratamientos de AE Cymbopogon citratus en el dia 7

10A. A los 7 dias con 1000 ppm, 10B. A los 7 dias con 2000 ppm, 10C. A los 7 dias con 2000 ppm.
Fuente: autores.

En la gréfica 1 se observa de manera sintetizada los resultados obtenidos, sirviendo para
corroborar la efectividad inhibitoria del C. citratus, como se habia plasmado en el
articulo publicado por Velluti, Marin, Gonzalez, Ramos, & Sanchis (2004), en el cual el
AE del C. citratus, tuvo un porcentaje de reduccién de los diametros de las colonias
procedentes de tres especies de Fusarium, con un aproximado de 45-60 % en
concentracion de 0.995 aw y 75-95 % con 0.95 aw, cuando la concentracion se
incrementd de 0 a 1000 mg/1 mL para todas las especies de estudio.
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Tabla 2

Resultado del crecimiento del crecimiento micelial

Evaluacion del crecimiento micelial (mm) de Fusarium oxysporum en pruebas antifangicas con el aceite esencial del

limoncillo (Cymbopogon citratus)

Flérez B. W.. y Castro S. H.
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FUNGICIDA DEL LIMONCILLO (Cymbopogon citratus)
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6/10/2018 8/10/2018 8/10/2018 -
! .. / _’i / f / ’f Indice antifingico %
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@ mm @mm @ mm .
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& 2 32 a7 62 z g | 2 =
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-E 1500 ppm 3 0 ] 0 0 100%| 100%| 100% 100%
o 4 ] 0 1] ] 100%| 100%| 100% 100%
E E] 0 0 ] 0 100%| 100%| 100% 100%
E 1 0 0 ] 0 100%| 100%| 100% 100%
E 2 0 0 0 0 100%| 100%| 100% 100%
= 2000 ppm 3 0 ] 0 0 100%| 100%| 100% 100%
4 0 ] 0 0 100%| 100%| 100% 100%
5 0 ] 0 0 100%| 100%| 100% 100%
Vd - - - - m /
Grafico de inhibicion
75
oy 65
e
= 55
w
= 45
=
S 35
g 25
[ 15
S
o 5
w
S -5
Dia 3 Dia 5 Dia 7
T Absoluto 32 47 74
T. Comercial 0 0 0
1000 ppm 0 0 0
1500 ppm 0 0 0
e— 2000 ppm 0 0 0

Gréfica 1 Crecimiento micelial (mm) seguln los dias de incubacion

Es preciso sefialar que no solo funciona contra el género Fusarium, también en otros
patdgenos como el Colletotrichum gloeosporioides, asi lo demostrd la investigacion
realizada por Souza, Pereira, & Ronie (2009) la cual tuvo un porcentaje de inhibicion
contra este patdégeno del 100 %, empleando los aceites esenciales de Lippia sidoides,
Ocimum gratissimum, Lippia citriodora, Psidium guayava va y Cymbopogon citratus,
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estos AE no permitieron la germinacién de las esporas del hongo en un periodo de siete
dias.

Por otra parte, se tuvo en cuenta la investigacion de Pawar & Thaker (2007), en el que
emplearon 75 aceites esenciales de diferentes plantas arométicas para combatir el
Fusarium oxysporum sp cicer y Alternaria porri, siendo el limoncillo la especie que
mayor inhibicion tuvo contra el F. oxysporum, con 77 mm; sin embargo, no fue tan
efectivo contra la A. porri tan solo inhibi6 en 13.4 mm; siendo solamente destacado por
contener el mayor grado de inhibicion contra el F. oxysporum.

La alta efectividad fungicida en el AE de C.citratus coincide con los resultados de
Pérez, Chamorro, Vitola, & Hernandez (2017), quienes aplicaron AE de C. citratus
contra el Colletotrichum gloeosporioides presente en el fiame, en concentraciones de
5000, 8000 y 10000 ppm, las cuales tuvieron un porcentaje de inhibicién contra el
patégeno del 97.77 %.

Los resultados obtenidos, confirman lo dicho por otro autores como Paranagama,
Abeysekera, Abeywickrama, & Nugaliyadde (2003), sobre el citral a y b, principales
compuestos de la planta presente en la investigacion, siendo estos, componentes
fungicidas que hacen especial al C. citratus, sirviendo para una posible aplicacion en
inferiores concentraciones a las que se tuvieron en cuenta en esta investigacion (1000,
1500 y 2000).

Finalmente, se puede argumentar que esta investigacién abre una linea base para
continuar en la incursién de nuevas alternativas amigables con el medio ambiente,
promoviendo la sostenibilidad y ayudando a evitar la intoxicacién por plaguicidas de
sintesis quimica, ya que éstos productos se expanden cada vez mas en el mercado y son
dificiles de competir, por no encontrar sustitutos con la misma efectividad. Cabe
destacar, que la investigacion indica que es viable continuar evaluando el uso del
Cymbopogon Citratus en estas concentraciones e incluso menores a las aplicadas para
atacar el fusarium oxysporum y demas patégenos causantes del deterioro en los cultivos
colombianos.
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