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RESUMEN

Se determiné en el Laboratorio de Fitopatologia del Instituto de Investigaciones de
Viandas Tropicales (INIVIT), el efecto inhibitorio de los extractos vegetales de Psidium
guajava L. (guayaba), Cinnamomum zeylanicum Blume (canela), Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf (cana santa), sobre el crecimiento in vitro de Colletotrichum gloeosporioides
Penz, obtenido de frutos enfermos de papaya (Carica papaya L.). Se evaluaron
extractos acuosos de las tres especies, a tres concentraciones 15 %, 25 %, 35 %
disueltas en agar papa dextrosa (PDA), mas un testigo absoluto con cinco repeticiones
distribuidas en un disefio completamente al azar. Los extractos se obtuvieron por
maceracion con agua estéril. Los tratamientos se incubaron a 29 °C, midiéndose el
diametro de crecimiento cada 24 horas durante cinco dias. Se calculd el porcentaje de
inhibicién del crecimiento del hongo. El extracto de canela a una concentracion del 35 %
mostré una inhibicién del crecimiento en un 62,7 %. Sin embargo, los extractos de
guayaba y cafia santa mostraron inhibicién del crecimiento en un 50,91 % y un 46,94 %
respectivamente. Los extractos ensayados mostraron efectividad en contra del
patdgeno en los andlisis in vitro.

Palabras clave: antracnosis, C. gloeosporioides, extractos vegetales, inhibicién del
crecimiento, papaya

ANTIFUNGAL POTENTIAL OF VEGETABLE EXTRACTS ON IN VITRO
GROWTH OF Colletotrichum gloeosporioides Penz

ABSTRACT

It was determined at the Phytopathology Laboratory of the Research Institute of Tropical
Roots and Tuber Crops (INIVIT), the inhibitory effect of plant extracts from Psidium
guajava L. (guava), Cinnamomum zeylanicum Blume (cinnamon), Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf (lemongrass) on the in vitro growth of Colletotrichum gloeosporioides Penz,
obtained from diseased fruits of papaya (Carica papaya L.). Aqueous extracts of the
three species were evaluated at three concentrations 15 %, 25 %, 35 %, dissolved in
potato dextrose agar (PDA), plus an absolute control with five repetitions, distributed in a
completely randomized design. The extracts were obtained by maceration with sterile
water. The treatments were incubated at 29 °C and the growth diameter was measured
every 24 hours during five days. The inhibition percentage of fungus growth was
calculated. The cinnamon extract showed an inhibition growth of 62,7% at a
concentration of 35 %. However, guava and lemongrass extracts showed an inhibition
growth of 50,91 % and 46,94 % respectively. The tested extracts showed effectiveness
against the pathogen in the in vitro analyses.
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INTRODUCCION

La produccion agricola mundial se ve afectada por la proliferacion de diferentes
patdgenos, entre los cuales los hongos representan una extensa parte. El uso de los
plaguicidas de origen sintético para su control, ha originado problemas por su uso
indiscriminado (LOpez-Benitez et al., 2005). La resistencia de las plagas a los principios
activos utilizados, la presencia de residuos en las cadenas alimenticias, el ambiente
fisico, la destruccidn de la fauna benéfica y el resurgimiento de las plagas después del
tratamiento por los plaguicidas, son solo algunos problemas que se han derivado de
esta situacion. Por tanto, el control de los agentes patégenos se hace cada vez mas
dificil (Lucas, Hawkins y Fraaije, 2015).

La antracnosis es una infeccion causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides
Penz, la misma constituye la enfermedad mas importante en papaya (Carica papaya L.)
y en muchas otras frutas en la etapa de postcosecha. La aplicacion de fungicidas
sintéticos constituye el principal método de control de la enfermedad (Xu et al., 2017).
Dada la necesidad de reducir el uso de quimicos sintéticos en la agricultura, se ha
incrementado el interés por la posible aplicacion de extractos vegetales para el control
de los mismos. Los extractos vegetales de cada planta pueden tener hasta mas de
sesenta componentes y de ellos pueden haber varios con propiedades antifingicas;
generalmente estan presentes como mezclas de compuestos y los patdogenos pueden
ser afectados diferencialmente por los compuestos individuales o por las mezclas en
determinadas concentraciones y proporciones (Montes-Belmont y Carvajal, 2009). El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el potencial antifingico de tres especies
vegetales para el control in vitro de C. gloeosporioides.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el mes de junio del afio 2019 en el Laboratorio de Fitopatologia
del Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), provincia Villa Clara,
Cuba.

Obtencién de los extractos vegetales

Las especies vegetales empleadas para la obtencibn de los extractos, fueron
recolectadas de diferentes destinos. Las hojas de guayaba (Psidium guajava L.) y de
cafia santa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) fueron colectadas en el Jardin Botanico
de la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas, entre las 8:00 y las 9:00 horas.
Previo a su recoleccion se realizé la identificacion de las especies por un especialista,
ademas fueron comparadas ejemplares de las plantas colectadas con muestras ya
identificadas en el herbario de dicho jardin.

Se recolectaron hojas maduras. Las mismas fueron trasladadas en bolsas de polietileno
transparentes hasta el Laboratorio de Fitopatologia del INIVIT; se lavaron con agua
potable durante 15 min, se secaron en estufa a 65 °C durante 72 horas y se
pulverizaron en un molino de cuchillas, con tamiz de 3 mm a 6000 rpm, durante 10 min.
Por otro lado, la canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) empleada en el estudio fue el
producto comercializado en forma de canela en rama.

e Extractos acuosos de guayaba (P. guajava) y cafia santa (C. citratus).

De la muestra vegetal de guayaba fraccionada, se pesaron 10 g y se maceraron con
100 mL de agua estéril. Se agitd la mezcla manualmente durante 15 minutos para lograr
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una mejor unién entre las particulas y luego se filtr6 a gravedad por una capa de papel
de filtro previamente esterilizado. A partir de este extracto obtenido se prepararon las
diferentes concentraciones para el envenenamiento del medio. Se procedié de igual
forma para obtener el extracto de cafia santa.

e Extracto acuoso de canela (C. zeylanicum)

Se pesaron 10 g de canela en rama. Se colocaron 100 mL de agua estéril a calentar
hasta ebullicion, cuando estuvo el agua hirviendo se le afiadieron los 10 g de canela en
rama, se tapo el recipiente y se dej6 reposar la mezcla durante 10 min. Luego se filtré la
solucion por una capa de papel de filtro previamente esterilizado. A partir de este
extracto obtenido se prepararon las diferentes concentraciones para el envenenamiento
del medio.

Actividad antifungica in vitro

Se seleccionaron frutos de papaya en etapa de madurez, con uniformidad de
apariencia, tamafio y con sintomas de antracnosis. Se tomaron fragmentos del tejido
enfermo y se sembraron en placas Petri, con medio de cultivo agar papa dextrosa
(PDA), de la compaiia BioCen y se incubaron a una temperatura de 29 °C para su
crecimiento durante 10 dias. Una vez identificado el hongo como C. gloeosporioides, se
tomd una porcidon del tejido del hongo para transferirlo a una nueva placa Petri con
medio fresco. A partir de su crecimiento se inicio el proceso de purificacion del
aislamiento con el propdsito de obtener cepas puras esporuladas para su utilizacion en
el estudio in vitro.

Se pesaron 39 g de PDA, se rehidrataron en 1 L de agua destilada y se dejaron reposar
durante 15 min. Se calentdé la mezcla, agitdndola manualmente hasta el punto de
ebulliciobn y se dej6é hervir durante 1 min para disolver el medio por completo. Se
esterilizé la mezcla en autoclave a 121 °C, durante 15 min. Se dejo enfriar la mezcla
hasta 60 °C. Bajo el flujo laminar se tomaron alicuotas de 15, 25 y 35 mL del extracto de
guayaba (P. guajava) y se afadieron a tres recipientes respectivamente. Se completo
hasta 100 mL con el medio de cultivo y se agitaron los recipientes durante unos
segundos para que se mezclaran por completo los componentes. Se extendieron las
soluciones en placas de Petri de 75 mm de diametro. Se realizaron cinco repeticiones
para cada tratamiento incluyendo un testigo absoluto que contenia medio de cultivo
solamente. En cada placa se verti6 15 mL del medio envenenado. Este proceso se
repitié para los extractos de cafia santa (C. citratus) y canela (C. zeylanicum).

Una vez solidificado el medio de cultivo se colocaron, en el centro de la placa, discos de
cinco mm de diametro del tejido micelial del hongo C. gloeosporiodes. Se incubaron a
una temperatura de 26 °C durante cinco dias midiéndose el diametro del crecimiento del
micelio cada 24 horas. Se evalud el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial a
las 24, 48, 72 y 96 horas empleando la formula siguiente:

DCC —DCT
0/n —
#h="pcc 40

Donde:

DCC- Diametro de la colonia control
DCT- Diametro de la colonia tratada
100- factor matematico
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Analisis estadistico

Para comparar los tratamientos en cuanto a diametro de crecimiento de la colonia de C.
gloeosporiodes y porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial se realizaron analisis
de varianza para cada momento de evaluacién y las medias se compararon mediante la
prueba de rangos multiples de Duncan, para un nivel de confianza del 95 %. El analisis
estadistico de los datos se realiz6 mediante el paquete estadistico InfoStat, version
2017 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad antifungica in vitro
Los extractos de las tres especies vegetales evaluadas tuvieron efecto inhibitorio sobre
el crecimiento micelial de C. gloeosporioides. En todos los tratamientos y en todos los
momentos evaluados se observd una disminucion en el diametro de crecimiento del
hongo, presentando diferencias estadisticas significativas con respecto al control
negativo (Tabla 1). Este efecto fue influenciado por el periodo de incubaciéon y la
concentracion de los extractos.

Tabla 1. Efecto de los extractos acuosos P. guajava, C. citratus y C. zeylanicum sobre
el crecimiento de la colonia de C. gloeosporioides.

Dosis
Extracto Tiempo (h) Control 15 % 25 % 35 %

Extracto de 24 9,8+0,37d 6,6 +0,24 c 58+0,37b 54+0,24 a
guayaba (P. 48 32+0,55d 27+0,71c 23+0,71b 18+0,32a
guajava) 72 41,2+058d 372+037c 304+093b 26,8+0,37a
96 58 +0,45d 52,8+0,58¢c 49,2+0,37b 47,2+0,37a

Extracto de 24 10,4+ 0,55d 82+1,30¢c 7,2+0,33b 6,4+0,32 a
cafa santa (C. 48 322+037d 27,2+084c 23,4+152b 19+0,23 a
citratus) 72 456+058d 36,8+1,30c 30£0,87b 28,1+0,37 a
96 58,6 +0,55d 52,8+0,84c 49+0,4b 45,1 +0,58 a

Extracto de 24 8+0,32d 76 +0,25¢c 74+025b 6,2+0,2a
canela (C. 48 33,4+068d 285+060c 252+0,38b 16,8+0,58a
zeylanicum) 72 428+1,16d 37,8+0,38c 282+058b 23,8+0,58a
96 51,2+0,58d 448+0,38c 40,4+051b 27,6+0,68a

*Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

El extracto acuoso de canela presentd mayor poder inhibitorio contra C.
gloeosporioides, inhibiendo el crecimiento micelial del hongo en un 62,7 % a la
concentracion de 35 % disuelto en PDA. Sanchez-Barrueto y Lujan-Corro en 2013
determinaron el efecto antimicrobiano del aceite esencial y del extracto acuoso de C.
zeylanicum sobre Candida albicans y Streptococcus mutans. Los resultados mostraron
gue la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso y el aceite esencial de
canela sobre el crecimiento de C. albicans, fue de 1 mg.ml. Asi mismo, se hallé que la
CMI del extracto acuoso y del aceite esencial de la canela sobre el crecimiento del S.
mutans fue 0,8 mg.mlty 1 mg.ml?, respectivamente.

En una investigacion realizada por Ramirez Gonzalez et al., en 2017, evaluaron in vitro
el efecto regulador de hidrodestilados y aceites de Cinnamomum zeylanicum Nees,
Syzygium aromaticum L. y Pimienta dioica obtenidos por destilacién tradicional y
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asistido por microondas, sobre Alternaria solani y Fusarium oxysporum aislados de
Lycopersicum esculentum y sobre C. gloeosporioides aislado de Carica papaya L. Los
resultados indicaron que tanto el método tradicional de hidrodestilacidon y el asistido por
microondas utilizando clavo, canela y pimienta permiten extraer metabolitos capaces de
inhibir en diferentes porcentajes tanto el crecimiento como la formacién de conidios, sin
embargo, se aprecia que el asistido por microondas permite obtener una mayor
concentracion de ellos, lo que logré reducir la CMI en la que afectan a los patdégenos en
comparacion al método de destilacion tradicional.

Igualmente Ochoa Fuentes et al., en 2012 determinaron la actividad antifangica in vitro
de los extractos de pirul, chirimoya, canela y tabaquillo sobre el crecimiento micelial y
esporulacion de Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum y Fusarium solani. Los
resultados mostraron que los extractos de chirimoya y canela presentaron efecto
inhibitorio sobre el crecimiento micelial y esporulacion.

Los extractos de guayaba y cafia santa también inhibieron el crecimiento micelial del
hongo, pero en menor medida 50,91 % y 46,94 % respectivamente a esta misma
concentracion. Estos resultados (Figura 1) coinciden con los obtenidos por Bafios
Guevara et al.,, 2004, en el que evaluaron 18 extractos de plantas. Solo los de ajo
(Allium sativum L.), hierba santa (Piper auritum L.), guayaba (P. guajava) y eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill.) redujeron significativamente el crecimiento de C.
gloeosporioides en 54,34 %, 48,82 %, 47,77 % y 39,03 %, respectivamente; sin
embargo, P. guajava presentd un alto grado de contaminacion.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial el hongo C. gloeosporioides a
29 °C en cinco dias de incubacion.

El aceite esencial de C. citratus se ha utilizado ampliamente como medicamento
tradicional y es bien conocido por sus propiedades antimicrobianas. Sahal et al., en
2019 investigaron los efectos antifungicos de este aceite, para esto compararon la
eficacia de los aceites esenciales Cymbopogon citratus (Nees ex Steud.) J.F. Watson,
Cuminum cyminum L., Citrus limon (L.) Osbeck y Cinnamomum verum J. Presl en la
formacion de biopeliculas de tres aislamientos de Candida tropicalis en placas de
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poliestireno de 24 pocillos. El aceite de C. citratus mostro la concentracion minima
inhibitoria mas baja de todos los aceites esenciales probados e inhibié la formacion de
biopeliculas de todas las cepas de C. tropicalis demostrando asi su alta capacidad
antifangica.

CONCLUSIONES

A dosis adecuadas, el uso de extractos canela, guayaba y cafia santa mostraron
inhibicion del crecimiento micelial in vitro de C. gloeosporioides. Estos extractos
constituyen una alternativa viable para el control de la antracnosis en frutos de papaya
en poscosecha.
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