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1 INTERES Y OBJETIVOS.
1.1 Interés.

El sector agricola almeriense es de vital importancia a nivel provincial, regional y
nacional (Valera, 2016). Hablar de agricultura en la provincia de Almeria es hablar de la
produccién horticola en cultivos intensivos, lo que popularmente se conoce como “la huerta
de Europa” (Camacho, 2003). El sector horticola almeriense, debido a la actual evoluciéon de
los mercados, se encuentra ante uno de sus mayores retos, continuar siendo competitivo.
Algunos aspectos relevantes a tener en cuenta para conseguir dicho objetivo son la
implantacion total de la produccién integrada, que en su amplio sentido incluye, entre otros,
el control bioldgico. (Beltran et al., 2010).

El tomate es la hortaliza mas cultivada en el mundo y la de mayor valor econémico
(Ferratto y Mondino, 2008). La provincia de Almeria tiene 10.232 ha, con una produccién de
958.462 toneladas (Junta de Andalucia, 2010). Las enfermedades causadas por hongos son
factores limitantes en cultivo del tomate, y la presencia de resistencias es fundamental en el
manejo y gestion de estas enfermedades (Janssen et al., 2016). Segun la Sociedad Espanola
de Fitopatologia en su libro publicado “Patégenos de plantas descritos en Espafia” se
describen 18 especies de hongos capaces de producir enfermedades en los cultivos de
tomate en Espana (SEF, 2016). Algunos de estos patégenos pueden resultar factores
limitantes para la produccidn (Janssen et al., 2016).

El control de hongos fitopatdgenos a través de fungicidas sintéticos continta siendo
la medida fitotécnica mas utilizada para aumentar los rendimientos de los cultivos (Bernal et
al., 2005). El marco de una agricultura sostenible ha llevado a investigadores de todo el
mundo a buscar nuevos compuestos para el control de enfermedades cuya actividad y
seguridad ambiental sea adecuada (Wilson et al., 1999; Bautista et al., 2004; Boyraz y Ozcan,
2006, Hernandez et al., 2007). Se ha abierto un amplio campo de investigacion en torno al
uso de extractos vegetales, aceites esenciales y metabolitos secundarios presentes en
plantas, que constituyen hoy en dia una alternativa promisoria para contrarrestar el efecto
negativo de algunos microorganismos fitopatdgenos, por su bajo costo, por ser amables con

el medioambiente y la salud en general (Villa et al., 2015).
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1.2 Objetivos.
1.2.1 Objetivo general.

Debido al creciente interés y desarrollo del uso de productos naturales, lo que se
persigue con este trabajo es determinar la capacidad antifungica de extractos vegetales y
aceite esencial frente a hongos fitopatdégenos del tomate para asi conseguir diferentes

alternativas al control con fungicidas sintéticos.

1.2.2 Objetivos especificos.

e Evaluar el efecto in vivo de extractos y aceite esencial de geranio (Pelargonium
graveolens) sobre el desarrollo de hongos fitopatégenos como Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici y Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica).

e Evaluar el efecto in vitro de diferentes concentraciones de extracto y aceite esencial
sobre el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Phytophthora

nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica).
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1 Control biolégico.
2.1.1 Historia y definiciones del control biologico.

El control biolégico es una técnica ancestral cuyo conocimiento cientifico ha
evolucionado con el transcurso del tiempo (Teruel, 2011). El registro escrito mas antiguo
conocido sobre el uso de un organismo para controlar la poblacién de otro era el uso de
gatos para el control de los roedores en las tiendas de alimentos en el antiguo Egipto
alrededor 3.000 a.C. (Lavandero et al., 2006).

En la antigua China, agricultores observaron el fenédmeno natural del control
bioldgico cuando las hormigas se comportaban como depredadores efectivos de muchas
plagas de citricos (Nicholls, 2008).

Ya en el siglo XIX, Charles Valentine Riley (1875), considerado como el padre del
control bioldgico de plagas en la agricultura contempordnea observé como la lucha contra la
cochinilla acanalada (/cerya purchasi) fue uno de los mayores éxitos contra las plagas.
Debido a este descubrimiento las importaciones de Rodolia cardinalis a los Estados Unidos
entre 1888-1889 produjeron una importante reduccion de las poblaciones de . purchasi,
salvando a la floreciente industria de los citricos de California.

Las definiciones de control biolégico han sido varias a lo largo del tiempo, la primera
referencia acerca de la denominacion de "Control Bioldgico" fue utilizada por Smith en
agosto de 1919 en la reunion de la Rama Pacific Slope de la Asociacion Estadounidense de
Entomdlogos Econdmicos en el Mission Inn en el centro de Riverside.

III

A su vez Balachowsky (1951) veia la lucha biolégica como el “conjunto de métodos
que aseguran la destruccidn de insectos mediante la utilizacidon racional de sus enemigos
naturales pertenecientes tanto al reino animal como al reino vegetal”. Cuatro décadas
después en 1964 un estudiante del Dr. Harry S. Smith, Paul DeBach lo definid "la accién de
parasitos, depredadores o patégenos que mantienen poblaciones de otros organismos a un
nivel mas bajo de lo que pudiera ocurrir en su ausencia" (DeBach, 1964).

La Organizacion Internacional de Lucha Bioldgica (OILB) en 1973 la definid como “la
utilizacién de organismos vivos o de sus productos para impedir o reducir las pérdidas o

dafos causados por organismos nocivos”, apoyandose en la definicion de Balachowsky

(1951).
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En 1974 Baker y Cook definen como "la reduccién de la densidad de indculo o de las
actividades inductoras de enfermedad de un patégeno o parasito en su estado activo o
dormante, por uno o mas organismos, que se logra de manera natural o a través de
manipulacion del ambiente, el hospedante, el antagonista, o por introduccién en masa de
uno o mas antagonistas".

Tiempo después la definicién fue cambiada a "la reduccion de la cantidad de inéculo
o de las actividades inductoras de enfermedad de un patdgeno que se logra mediante la
accién de uno o mas organismos ademas del hombre" (Baker, 1980).

Van den Bosch et al, (1982) utilizan la expresion “control biolégico” con dos
acepciones: la introduccidn de los enemigos naturales por el hombre y el manejo que éste
hace de ellos para controlar las plagas, al que llaman control bioldgico aplicado , y el control
espontaneo en la naturaleza, sin la intervencion del hombre, que denominan control
bioldgico natural.

Gabriel y Cook (1990) mencionaron que el control biolégico debe incluir organismos
(hiperpardsitos y antagonistas) naturales o genéticamente modificados por recombinacion
genética y genes o productos de genes, asi como hospederos resistentes.

Entre las definiciones mas recientes del control bioldgico, Wilson y Wisniewski (1994)
lo contemplan como “todo tipo de control que no involucre el uso de plaguicidas de sintesis

III

guimica”. Van Driesche y Bellows (1996), haciendo referencia al “uso de organismos vivos
para controlar plagas cuando el control es logrado exclusivamente por los organismos
liberados.

Erwin y Ribeiro (1996) lo definieron como "el uso de organismos naturales o
modificados, genes o productos de genes para reducir el efecto de organismos indeseables
(plagas) y favorecer organismos deseables como cultivos, arboles, animales e insectos y
microorganismos benéficos".

Pérez Consuegra (2004) hace referencia a una definicién enunciada por Van Driesche
y Bellows (1996) que expresa que "el control biolégico es el uso de parasitoides,
depredadores, patégenos, antagonistas y poblaciones competidoras para suprimir una
poblacién de plagas, haciendo esta menos abundante y por tanto menos daiiina que en

ausencia de éstos", considerando esta definicion bastante amplia y que incluye todos los

grupos de organismos con capacidad para mantener y regular densidades poblacionales de
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organismos plaga a un nivel bajo, por lo tanto todos pueden considerarse agentes de control
bioldgico y estar incluidos en la categoria de enemigo natural.

Desde el punto de vista de sanidad vegetal el control bioldégico comprende un
conjunto de técnicas que no solo incluyen la aplicacidn de organismos vivos si no también
algunas otras técnicas denominadas parabioldgicas donde se encuentran incluidas el uso de
feromonas, trampas y extractos vegetales (Martinez, 2008).

Segun Santos (2010), el control bioldgico se puede definir como la reduccién de la
incidencia o severidad de una enfermedad. En la naturaleza este control se da de forma
espontdnea y natural siendo el equilibrio lo normal, de tal forma que el control es la regla y
la enfermedad la excepcion.

En 2011 la fundacién Cajamar en su informe técnico del estado del control biolégico
en Espafia lo define como “la utilizacién de organismos vivos o productos que los contengan
a fin de reducir los dafios econdmicos que causan plagas, patégenos y malas hierbas en los
cultivos. De este modo, se debe distinguir entre control biolégico de plagas, enfermedades y

malas hierbas”.

2.1.2 Caracteristicas del control biolagico.

El control bioldgico tiene caracteristicas propias que lo distinguen de otras formas de
control de plagas, ajustdndose a diferentes tipos de agricultura. El control biolégico en la
naturaleza tiende a ser permanente, presentando un equilibrio entre parasitoides y
hospedadores, claramente influenciados por las variaciones del medio ambiente (Cisneros,
1995).

Entre las ventajas del control bioldgico se encuentran: la inocuidad sobre las plantas
ya que los enemigos naturales no producen residuos toxicos, despliegan mas de un
mecanismo de control, las plagas no desarrollan resistencia a sus enemigos biolégicos, la
relacion entre planta-patégeno es absolutamente Unica por lo que las posibilidades de
control biolédgico son ilimitadas y desde un punto de vista econdmico, la relacién que existe
entre beneficios y costos es favorable (Grondona et al., 1994).

Como desventajas en el control biolégico se encuentran: el tiempo transcurrido hasta
la obtencion de resultados, los problemas de instalacion de los parasitoides con respecto a

las plagas que atacan, por lo que no consiguen eliminar la enfermedad. La influencia de las



Efectividad in vivo e in vitro de aceite y extractos de geranio (Pelargonium graveolens) en el control de hongos fitopatégenos

condiciones climaticas como en cualquier proceso bioldgico determina el éxito del control de

plagas (Grondona et al., 1994, Cisneros, 1995).

2.1.3 Métodos de control bioldgico.

Para la implantacién del control biolégico se deben llevar a cabo una serie de
medidas previas como son: partir de material vegetal sano, practica de labores y técnicas
adecuadas (Densidad de siembra, nutricion o riego), uso de elementos de proteccidn,
aumento de la diversidad de plantas y sanidad y limpieza del entorno (Nicholls, 2008;
Aparicio et al., 1995). Segun Schroth y Hancock (1981), existen un conjunto de estrategias
fundamentales para efectuar el control biolégico en el medio, mediante la introduccién o
liberacion de agentes de control bioldgico, aprovechamiento de control natural vy
manipulaciéon del ambiente en beneficio de aquellos posibles antagonistas presentes en el

ecosistema, que controlen la interaccién del patégeno con su hospedadora.

2.1.4 Objetivos del control biolégico.

El objetivo del control bioldgico es reducir las enfermedades y plagas de las plantas,
reduciendo la severidad del ataque, disminuyendo el inoculo y difusién del patdgeno vy
minorando la infeccién del hospedador del patégeno, restableciendo los niveles de control
natural auto-sostenido propio de los ambientes nativos (Grondona et al., 1994). Ademas de
restringir o eliminar los riesgos de residuos proporcionando una seguridad alimenticia y
cumpliendo las exigencias de los mercados de explotacion (Lomeli, 2014).

Es necesario enfatizar, que desde el punto de vista econdmico se pretende mantener

un sistema rentable y de alto rendimiento (Altieri, 2009).

2.2 Manejo Integrado de Plagas.
2.2.1 Definiciones del Manejo Integrado de Plagas.

La estrategia de control integrado se puede definir como "una combinacién de
métodos de control (bioldgico, quimico, cultural) que se utilizan en el orden y tiempo
correctos, mantienen la poblacién de patdégenos por debajo del umbral de dafio econédmico"
(Raven et al., 1993). Segun Lewis y Papavizas (1991), "se trata de un control flexible, con la
aplicacion multidimensional, que integra distintos tipos de control tales como, control
bioldgico, fisico y labores culturales apropiadas junto con estrategias de control quimico

para la restriccion de enfermedades, teniendo como finalidad la eliminacién de los dafios
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econémicos manteniendo la viabilidad econdmica sin dafar el agroecosistema" (Vifiuela y
Jacas, 1993).

Este fendmeno natural de regulacion de plagas y enfermedades ha sido utilizado por
el hombre con el fin Gltimo de controlar poblaciones y disminuir el impacto que generan en
los cultivos con algun aprovechamiento o interés econémico. En la década de los 70 del siglo
pasado surge la definicion de Manejo Integrado de Plagas (MIP) la cual es una estrategia que
tiene como objetivo controlar las plagas, enfermedades y malezas que afectan la agricultura,
con un enfoque sostenible y un uso responsable de productos agroquimicos y productos
biotecnoldgicos (van des Boshch et al., 1982).

Finalmente la Organizacién Internacional de Lucha Bioldgica (OILB) define la
Produccidn Integrada como “sistema de produccidn sostenible de alimentos de alta calidad
mediante métodos respetuosos con el Medio Ambiente y manteniendo los ingresos de la
explotacién” (Salmerdn, 2001).

Segln Salmerdén la OILB se basa para la elaboracion de los Reglamentos de
Produccidn Integrada de acuerdo a los siguientes principios:

e Conservacion de recursos (edafolégicos, hidraulicos y genéticos).

e Uso racional de insumos (energético, fitosanitarios y fertilizantes).

e Gestidn adecuada de residuos (sdlidos y liquidos).

e Conservacion y mejora del medio (paisaje, ecosistemas, seguridad e higiene

de la poblacidn rural).

2.2.2 Desarrollo del Manejo Integrado de Plagas.

Los inicios de la produccion integrada en Europa datan de mediados de los afios 70
del siglo pasado, cuando un grupo de entomdlogos perteneciente a la OILB expusieron en
Ovronnaz (Suiza) su experiencia de mas de 30 anos de investigacion en este campo, y
crearon las bases de una nueva agricultura basada en el control integrado y en el manejo
racional de todos los componentes del agrosistema (Miret, 2004).

En Espaiia, la aplicacién de control y manejo integrado ha avanzado mucho en las
ultimas décadas. Particularmente destacan Catalufia y Andalucia por ser pioneras en los
programas de proteccidon a partir de la creacion de ATRIAs (Agrupaciones para el
Tratamiento Integrado en Agricultura), que han conducido al desarrollo de diversas técnicas

con el objetivo del progreso de dicho programa (Aparicio et al., 2000). Es necesario enfatizar,
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que la normativa por la cual se rige este sistema es el Real Decreto 1201/2002, siendo su
ambito de aplicacidn los productos vegetales y sus transformados.

Segln se desprende de las cifras aportadas por el Ministerio de Medio Ambiente,
Medio Rural y Marino, la superficie de Produccion Integrada en Espafia se ha multiplicado
cada afio alcanzando 832.991 ha en 2014. Particularizando para la comunidad auténoma de
Andalucia, que cuenta con el 63,4% del total de su superficie cultivada dentro de este tipo de
control, traduciéndose en el territorio que ostenta la mayor extensidn bajo estas condiciones
(Teruel, 2011).

Dicho plan se ha desarrollado gradualmente en Almeria desde su comienzo entre los
afos 1980-1985, lustro donde surgid la necesidad de buscar unos métodos de control
alternativos a los existentes (Aliaga et al., 2012). Aunque, fue a partir de la campanfa
2007/2008 cuando la superficie bajo este tipo de control aumentd notoriamente,
conociéndose como la revolucion verde almeriense (Beltran et al., 2012).

2.3 Cultivo del tomate.
2.3.1 Importancia del cultivo del tomate.

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill) es una de las hortalizas mds demandadas
por los consumidores a nivel mundial, desencadenando en ser una de las verduras con
mayor superficie cultivada y produccién, con lo que se logré una produccién global de
170.886.876 t para el afio 2014, donde Espaiia ocupd el octavo lugar con una cantidad de

4.888.880 t (Tabla 1) obtenidas a partir de una superficie de 54.750 ha (FAOSTAT, 2016).

Posicion Pais Produccion (t)
1¢ China 52.722.967
29 India 18.735.910
3¢ EEUU 14.516.060
40 Turquia 11.850.000
5¢ Egipto 8.288.043
62 Irdn 5.973.275
72 Italia 5.624.245
7° Italia 5.624.245
8¢ Espafia 4.888.880
9¢ Brasil 4.302.777

109 México 3.536.305

Tabla 1: Listado de los diez principales productores de tomate (FAOSTAT, 2016).
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Segun el MAPAMA (2016) en Espafia hay un total de 19.894 ha dedicadas al cultivo
del tomate bajo invernadero, de las cuales mas de la mitad se en encuentran en la provincia
de Almeria (concretamente 10.836 ha), representando un 20 % de la superficie total bajo
plastico cultivada, siendo la hortaliza mas exportada en este sistema, con una cuantificacién
de 534.577 t para la campafia 2015/2016 (Cajamar, 2016), llegando a obtener un valor

econdmico de 540 millones de euros a lo largo del afio 2016 (Cabrera et al., 2017).

2.3.2 La problematica en el manejo de las diversas plagas y enfermedades en el cultivo

del tomate.

La industrializaciéon de la agricultura, ha conllevado diversos problemas de indole
ambiental debido al abuso en el uso de productos fitosanitarios tales como: contaminacion
de la atmosfera, el agua y el suelo e incluso introduciéndose en las cadenas troficas
alcanzando a los seres humanos y provocando condiciones adversas (Sudrez, 1991).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en su informe Directrices sobre la gestién
de los plaguicidas para la salud publica, alerta acerca sobre el riesgo que suponen los
pesticidas para la salud humana. Estas investigaciones han sido trasladas a la sociedad con el
resultado de una concienciacién en el consumo de productos mas respetuosos con el medio
ambiente, e inocuos para el hombre. Reflejo de este comportamiento el aumento en la
superficie de cultivo de frutas y hortalizas ecoldgicas (Bertolote et al., 2004).

Por otro lado y continuando con la problematica que ocasionan los productos
fitosanitarios cabe destacar la aparicién de resistencias debido al uso continuado de
sustancias quimicas que provocan la necesidad de ir incrementando las dosis. Este hecho
provoca que la agricultura se encuentre ante una de las situaciones mas dificiles de afrontar
(Jiménez, 2008; Brechelt, 2004).

Desde el Parlamento Europeo se han desarrollado diferentes normativas con las que
se puedan hacer frente a este tipo de problemas, siendo mas restrictiva aun a partir del
2009, cuando se prohibieron el 80% de las materias activas que habia en ese momento en el
mercado (Benllonch, 2009).

Debido a toda la problematica presentada anteriormente, los agentes de control
bioldgico se postulan como una alternativa viable, tanto econdmica, como ambientalmente

para el control de enfermedades y plagas en los diversos cultivos estudiados (Enya, 2015), por
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lo que gracias al manejo integrado de plagas las pérdidas de produccion por enfermedades y
plagas son minimas.

El crecimiento y la productividad de las plantas de tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) Se enfrentan con diferentes desafios debido a la aparicion de plagas y enfermedades.
Entre las principales enfermedades a las que se enfrenta el tomate las que provocan
mayores dafos son las causadas por virus, hongos, insectos, nematodos y bacterias

(Martinez et al., 2016).

2.3.2.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici es uno de los hongos que mas dafio producen al
cultivo de tomate a nivel mundial (Brayford 1996; Jarvis 1988), siendo altamente
destructivo, produce la fusariosis o0 marchitez vascular en las plantas tanto en invernadero
como en campo (Girhepuje y Shinde, 2011; Bawa, 2016).

Este hongo produce clamidosporas, microconidios y macroconidios. La diseminacién
aérea se vinculado con los macroconidios, lo que alude a una fase policiclica, excepcional en
patégenos habitantes del suelo (Katan et al., 1997). Las clamidosporas permiten al hongo
sobrevivir durante largos periodos de tiempo, produciéndose a partir de la modificacién de
hifas o células conidiales. Segiin Smith, 2007 la formacién de clamidosporas esta relacionada
con factores de estrés como el agotamiento de nutrientes o ambientes adversos. El micelio
sobrevive en residuos vegetales, como saprdéfito y en hospedantes alternos. Se ha
demostrado que las clamidosporas resisten temperaturas altas y sobreviven mas tiempo en
el suelo que los conidios, causando sintomas mas severos que los microconidios (Mc Govern,
2015).

Las especies de Fusarium causantes de marchitez siguen un patréon similar de
infeccion, penetran por la raiz y colonizan en el tallo de las plantas el sistema vascular
(Turlier et al., 1994). Concretamente Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici produce una
enfermedad diferente, conocida como «podredumbre del cuello y las raices del tomate»,
que fue descrita por primera vez por Jarvis y Shoemaker en 1978 y por Tello y Lacasa en
Espafia en 1988.

El patdégeno mediante esporas o micelio penetra directamente por el apice de las
raices o ingresa en éstas, a través de heridas o de los puntos de formacion de las raices

laterales. El micelio avanza por medio del cértex alcanzando los vasos del xilema,

10



Efectividad in vivo e in vitro de aceite y extractos de geranio (Pelargonium graveolens) en el control de hongos fitopatégenos

introduciéndose por los extremos y extendiéndose a través de la planta (Agrios, 2005). Una
vez en los vasos el micelio avanza y se ramifica produciendo microconidios. La combinacion
de estos procesos, llamado taponamiento de los vasos por micelio, esporas, gel, gomas y
tilides y el aplastamiento de los vasos por proliferacion de células adyacentes de
parénquima, es la responsable de la marchitez general (Yadeta y Thomma, 2013).

Los primeros sintomas que se aprecian con el amarilleamiento de las hojas basales
seguido de podredumbres en las raices y un chancro oscuro en la base del tallo. Si se realiza
un corte longitudinal del tallo se puede percibir necrosis vascular y parte de la medula
oscura desde la parte basal hasta unos 50 centimetros como mdximo, tanto a lo ancho como
a lo largo (Aparicio et al., 1995).

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici es un hongo de temperatura calida, su
desarrollo éptimo se encuentra a 202C con un rango de 12 a 289C. Estas temperaturas
seguidas de alta humedad relativa y dias cortos de alta intensidad luminica favorecen el
desarrollo de la enfermedad. Existen otros factores que pueden influir como suelos acidos,
arenosos, con bajo pH, pobre en nitréogeno y alto suministro de potasio. Las heridas
originadas a las raices aumentan la sensibilidad al marchitamiento y favorece el desarrollo
del hongo (Anaya y Romero, 1990).

El control de la enfermedad del marchitamiento del tomate es un desafio debido a la
capacidad de este hongo para permanecer latente en el suelo como saprofito o en restos
vegetales, donde se mantiene viable has 10 afios (Zeller et al., 2003; Kant et al., 2011).

Manejar esta enfermedad mediante el uso de fungicidas puede causar varias

complicaciones, como la toxicidad en organismos no objetivo (Ramaiah y Garampalli, 2015).

2.3.2.2 Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica).

El género Phytophthora, creado en el afio 1876, engloba a mas de 90 especies, un
gran nimero de ellas patdgenas, causando grandes pérdidas en la produccién mundial y por
ende con una repercusion en pérdidas econdmicas. Estas especies son responsables de
distintas enfermedades devastadoras (Agrios, 2005). Entre los cultivos horticolas afectados
se encuentran tomate, pimiento, aji, poroto y cucurbitaceas (Paz, 2017).

Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) (Erwin y Ribeiro
1996), también denominado P. nicotianae (Breda de Haan, 1896), responsable de la

podredumbre de las raices del cuello del tomate y del pimiento es un problema poco
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estudiado en el caso del pimiento en invernadero pero lo es mucho menos en el caso del
tomate en Espafia (Pérez, 2011).

Phytophthora parasitica presenta hifas hialinas y asépticas, a veces con hinchamiento
hifal, caracterizandose por formar colonias densas y sin patrén de crecimiento. Presentan un
buen crecimiento a 359C, y una parada de este a los 402C. Este hongo produce esporangios
asexuales, zoosporas y clamidosporas (Ko, 1981). Los esporangios se producen tanto en luz
como en oscuridad, con formas muy variadas y una prominente papila. Suelen aparecer
solitarios y ramificados de una forma irregular, presentando dificultad para ser liberados de
la hifa (Garcia, 2013). Waterhouse en 1974 (citado por Erwin y Ribeiro, 1996) indicé que los
esporangios de la variedad parasitica eran caducos con cortos esporangidforos. Las
clamidosporas son terminales o intercalares y con un didmetro medio de 28 micras. Se
caracterizan por presentar una forma esférica, pared gruesa con un contenido homogéneo y
un septo que delimita la hifa somatica. Usualmente se encuentra de forma abundante.

En el caso del cultivo de tomate afecta principalmente a los que se encuentran
plantados en suelos compactados o con mal drenaje en el periodo post-trasplante, ya que
este patdgeno se puede encontrar en el suelo o en el agua de riego infectando las raices y el
cuello de la planta o frutos en contacto con el suelo (Paz, 2017).

Los sintomas mdas comunes de esta especie son podredumbres de cuello y raices, sin
embargo, también infecta flores, frutos y hojas. Su infeccion comienza con la podredumbre
de las raices, retraso del crecimiento y decoloraciéon de las hojas. En plantas jovenes se
extiende hasta el cuello, produciendo la podredumbre del cuello del tomate. En plantas
adultas se producen lesiones acuosas a nivel de cuello y de raices, que gradualmente se
secan y se tornan marron oscuro. El xilema de la raiz se vuelve marrén y la decoloracién se
extiende hasta la parte baja de los tallos. Infecciones severas estrangulan los tallos causando
marchitez generalizada y muerte de la planta. Los frutos que se quedan en contacto con el
suelo humedo y que contraen la enfermedad presentan los sintomas mas caracteristicos de
la enfermedad como son las manchas pardas en forma de anillos concéntricos que pueden
llegar a cubrir mas de la mitad de fruto. Cuando nos encontramos en condiciones de alta
humedad sobre estas manchas aparece moho blanco y algodonoso que pertenece al micelio
del patégeno (Meng et al., 2014).

Las temperaturas minimas necesarias para su crecimiento varian entre 5y 7 oC,

presentando un dptimo de temperatura entre 27 y 32 2C y un maximo a los 37 2C. Cuando la
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humedad relativa es alta este hongo se ve favorecido (Bernal, 2010). Las descripciones de
Erwin y Ribeiro (1996), insisten en la relacidn estrecha existente entre el exceso de agua en
el suelo y la gravedad de la micosis, hecho que demostraron algunos autores al comprobar
como el ajuste del agua de riego, reduce la gravedad de la enfermedad.

Existen estudios que indican que los medios basados exclusivamente en la lucha
quimica son insuficientes para contralar dicha enfermedad (Tuset, 1973; Garcia et al., 1981 y

Palazén et al., 1981; citado por Bartual y Campos, 1984).

2.4 Extractos y aceites esenciales.
2.4.1 Extractos vegetales.

Los extractos vegetales son una mezcla compleja, con multitud de compuestos
quimicos, obtenible por procesos fisicos, quimicos y/o microbioldgicos a partir de una fuente
natural y utilizable en cualquier campo de la tecnologia (Pardo, 2002).

Los extractos de origen vegetal se caracterizan por la presencia de determinados
metabolitos secundarios producidos en la planta como resultado de su evolucién vy
adaptacion al medio, las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas por si mismas
antes de que el hombre jugara un rol activo en protegerlas (Wilson et al., 1999). Estas
sustancias son agrupadas en compuestos nitrogenados, fendlicos y terpenoides (Harborne,
1993), proporcionandole importantes caracteristicas a los extractos, como son
antiapetitivos, antivirales, antimicrobianos o repelentes (Domini et al., 1995). Por lo que
forman parte de las estrategias defensivas de las plantas, fortaleciéndolas en condiciones de
estrés (Villalobos, 1996).

Los extractos vegetales tienen una serie de cualidades fundamentales como son baja
o ninguna toxicidad, presentan una eficacia probada, biodegradabilidad y minima
persistencia. La ausencia de residuos de sustancias prohibidas o restringidas es una gran
ventaja que ofrecen este tipo de insumos. Ademds proporcionan seguridad e inocuidad,
garantizando su pureza y ausencia de microorganismos. Estos productos presentan una gran
estabilidad y vida util, conservando sus propiedades fisico-quimicas y eficacia durante largos
periodos. Lo que les hace manifestar un minimo impacto sobre la salud humana y el medio
ambiente (Bravo et al., 2000; Funes, 1997; Philogenet et al., 2004).

Los principios activos que contienen estas sustancias son los componentes quimicos

de la planta a que le dan las propiedades sanitarias. Los principales principios activos de las
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plantas que han mostrado un efecto microbiano son los alcaloides, taninos, resinas,
mucilagos, aceites esenciales, heterdsidos, vitaminas, sales minerales y oligoelementos
(Cowan, 1999).

El proceso para obtener metabolitos secundarios de los extractos vegetales es
variable; se pueden obtener extractos acuosos (Bautista et al., 2002) o polvos (Bautista et
al., 2003), o utilizar otros disolventes para obtener diferentes compuestos, segin su

polaridad (Abou-Jawdah et al., 2002).

2.4.2 Aceites esenciales.

Los aceites esenciales son un conjunto de sustancias quimicas que han sido
biosintetizadas por las plantas, resultado de su metabolismo secundario. Les proporcionan
un aroma caracteristico a flores, arboles, semillas y a ciertos extractos de origen animal.

Las caracteristicas fisicas que sobresalen de estas sustancias es que son altamente
voldtiles, livianas y no grasas, es decir, se evaporan rapidamente, no se enrancian y son poco
densos. Son insolubles en agua aunque le transfiere su perfume, levemente solubles en
vinagre, y solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Son liquidos a temperatura
ambiente, translucidos o ligeramente amarillos y poseen una densidad normalmente inferior
a la del agua. Los aceites esenciales se oxidan por exposicidon al aire y refractan la luz
polarizada, también presentan un poder rotatorio caracteristico, debido a que en su
composicidn existen numerosos productos épticamente activos. Estas dos propiedades son
de gran importancia en la deteccién de adulteraciones en las esencias (Stevens, 2002;
Bandoni, 2000).

Los aceites esenciales se caracterizan por tener 2 6 3 tipos de compuestos
mayoritarios los cuales determinan las propiedades bioldgicas del aceite. Entre ellos se
encuentran los terpenos, principalmente monoterpenos que pueden ser oxigenados (ej. 1,8-
cineol, linalol, alcanfor, carvacrol), hidrocarbonados (ej. a- pineno, B-pineno, limoneno, p-
cimeno) o ésteres monoterpénicos (ej. acetato de linalilo) y sesquiterpenos (Guillen et al.,
1996; Pierozan et al., 2009). Los demds grupos estan compuestos por sustancias aromaticas
y alifaticas, con grupos funcionales como alcoholes, aldehidos, ésteres y cetonas (Bakkali et
al., 2008).

Estos compuestos tienen importantes funciones vitales, ya que forman parte en las
interacciones entre las plantas, inhiben o estimulan la germinacidn de otras especies
vegetales, también representan una defensa contra herbivoros, insectos, hongos y
patégenos (Blazquez, 2014), actuan como atrayentes de polinizadores y dispersores de
semillas (Theis y Lerdau, 2003; Miller y Buchbauer, 2011).
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Las plantas aromaticas son la principal fuente de aceites esenciales, éstas pertenecen
generalmente a las familias Anacardiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae,
Cupressaceae, Gentianaceae, Lamiaceae, Mpyrtaceae, Pinaceae, Piperaceae, Poaceae,
Rutaceae, Verbenaceae y Zingiberaceae (Lahlou, 2004).

Los aceites esenciales se acumulan en estructuras secretoras especializadas ubicadas

en diferentes partes de la anatomia de las plantas: hojas, flores, tallos, raices, corteza, frutos
y semillas (Parry, 1992; Bandoni, 2000; Jirovetz y Buchbauer, 2005). El aceite del jazmin y las
rosas por ejemplo procede de una flor, en los citricos como la naranja los aceites estan
contenidos en el pericarpio de los frutos (De Ledn, 2008). La mayoria de plantas contienen
de 0,01 a 10% de contenido de aceite esencial. La cantidad media que se encuentra en la
mayoria de las plantas aromaticas es alrededor de 1 a 2% (SENA).

Los aceites esenciales se pueden clasificar en base a diferentes criterios cualitativos
como, origen, consistencia, y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios (Bandoni,
2000).

Seguln su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales y
sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones
fisicas ni quimicas, su rendimiento es muy bajo por lo que son muy costosas de extraer. Los
artificiales se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma esencia con
uno o varios de sus componentes, por ejemplo, la mezcla de esencias de rosa, geranio y
jazmin, enriquecida con linalol (SENA).

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias,
balsamos y resinas. Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente. Los
balsamos tienen un alto contenido de acido benzoico, cindmico y ésteres, con una alta
consistencia y poco volatiles. Las resinas destacan por su capacidad para formar
combinaciones o mezclas como las oleorresinas (Stashenko y Combariza, 1998).

Los aceites esenciales sintéticos son la mayoria de las veces producidos por procesos
de sintesis quimica. Estos son mas econémicos y por lo tanto son mucho mas utilizados
como aromatizantes y saborizantes (Bandoni, 2000).

Son muchos los factores que influyen en la composicién de un aceite. Entre ellos lo
mas importante seria el origen, la especie y el 6rgano de la planta, las condiciones climaticas
y de crecimiento (temperatura, fertilizantes, tierras de cultivo etc.), asi como la destilacion y
la forma de almacenamiento del aceite. Se ha descrito incluso un cierto efecto de la madurez

de la planta en el momento de producir el aceite.
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2.4.3 Geranio (Pelargonium graveolens).

La familia Geraniaceae se caracteriza por contener plantas herbdceas anuales o
perennes, arbustos, con pubescencia de pelos glandulares que contienen aceites esenciales.
Hojas simples o compuestas, enteras o aserradas, opuestas o alternas (Zomlefer ,2004). Sus
flores son solitarias, hermafroditas, con simetria radial (Villarroel, 1991).

El geranio es nativo de Sudafrica, y cultivado en Madagascar, Marruecos, Francia y
Espafia (Mufioz, 1994). Es una de las plantas ornamentales con mas relevancia y popularidad
en los cultivos que se producen en el mundo. Son utilizados para ornamentar jardineras,
balcones y terrazas, existiendo gran niumero de géneros, los cuales se han extendido por
todas partes y son valoradas por su floracién y agradable olor (Albouy y Devergne, 2000).

Las hojas del geranio son de color verde oscuro, con un envés mas claro. Son
alternas, pecioladas y lobuladas. Sus flores, muy pequefias, se encuentran conglomeradas en
falsas umbelas, con colores que varian entre rosados, blancos o violaceos. Los frutos se
presentan como una envoltura donde encontramos semillas muy pequenas (Mufioz, 1994).

El aceite de geranio se obtiene de las distintas especies de geranio que existen, como
por ejemplo del Pelargonium graveolens, Pelargonium odoratissimum, Pelargonium
capitatum y perlagonium fragrans. Este aceite es ocupado en el norte de Africa y sur de
Europa. El color del aceite de geranio va de diversos rangos, dorado, amarillo-dorado,
amarillo, café y verde esmeralda. Se cree que la coloracién del aceite dependera del origen
de la planta. Las plantas originadas de California son verde esmeralda mientras que aquellas
producidas en China dardn aceites de color dorado, amarillo o café (Rose, 2000).

Dentro de su composicidon quimica, presenta flavonoides tales como quercetina,
kaempferol y miricetina. El aceite esencial de sus hojas es rico en citronelol (26,7%), geraniol
(13,4 %), mirceno (12%), nerol (8,7%), formiato de citronelilo (7,1%), isomentona (6,3%),
linalool (5,2%), ademas de alfa-pineno, limoneno, mentona, acetato de geranilo, y geranilo
butirato (22%). El geraniol, es el componente primordial del aceite de geranio (Schery,

2000).
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2.4.4 El uso de extractos y aceites esenciales en la agricultura.

Los extractos de origen vegetal han sido utilizados desde la antigliedad por los
hindues, chinos, griegos y romanos con fines rodenticidas, insecticidas y conservacién de
viveres almacenados (Kagale et al., 2004).

Desde la edad media, los aceites esenciales han sido ampliamente utilizados como
bactericidas, fungicidas, antiparasiticidas e insecticidas; también han sido empleados en
medicina, en la industria farmacéutica, cosmética, sanitaria, agricola, y de alimentos
(Medina, 2011).

Su uso fue restringiéndose puesto que a partir de los afios 50 del siglo pasado, la

mayor eficacia, accion prolongada, persistencia y facilidad de empleo de los fitosanitarios de
sintesis propicio la generalizacién todavia vigente (Tello y Camacho, 2010).

Ante la incesante busqueda de alternativas mas confiables y benéficas para el control
de plagas y enfermedades en cultivos, se ha abierto un amplio panorama de investigacion en
torno al uso de extractos vegetales, aceites esenciales y metabolitos secundarios presentes
en plantas, que constituyen hoy en dia una alternativa promisoria para contrarrestar el
efecto negativo de algunos microorganismos fitopatégenos, por su bajo costo, por ser
amables con el medio ambiente y la salud en general (Villa et al., 2015). Debido a la mezcla
de componentes presentes en los aceites esenciales, son considerados de bajo riesgo en el
desarrollo de resistencia en patdgenos, ya que cada uno de los componentes tiene su propia
contribucién a la actividad bioldgica (Daferera et al., 2003), y es dificil correlacionar la accién
de un Unico compuesto o clases de compuestos, debido que los efectos antimicrobianos,
antimicoticos y el potencial fungitéxico son el resultado del actuar sinérgico de los
constituyentes (Isman, 2000).

Los extractos vegetales y aceites esenciales de cada planta pueden tener hasta mas
de sesenta componentes y de ellos puede haber varios con propiedades antifungicas
(Montes, 2009). La actividad antimicrobiana de los componentes de los aceites esenciales en
orden decreciente es el siguiente: fenoles, aldehidos, cetonas, alcoholes, ésteres e
hidrocarburos (Garcia et al., 2010).

Aunque el mecanismo por el cual actian no estd totalmente entendido, puede
involucrarse en este la destruccién de la membrana microbiana por los constituyentes
lipofilicos que poseen (Schelz et al., 2006), y estudios recientes reportan otros efectos como

cambios en la morfologia del hongo que incluyen danos sobre estructuras como conidias,
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macroconidias e hifas, asi como la disminucién en la produccién de micotoxinas (Park et al.,
2009).

La capacidad antifungica y antibacteriana de los aceites esenciales de muchas
especies de plantas han sido probadas por diferentes autores:

Necha y Barrera, (2008) estudiaron el efecto de diversos aceites sobre el control in
vitro de Fusarium sp.. De entre los aceites que se hallaron el aceite de canela (C. zeylanium),
clavo (S. Aromaticum) y tomillo (7. vulgaris) fueron los que obtuvieron un mejor resultado
inhibiendo el crecimiento del hongo.

Ospina et al, (2016) midieron in vitro la actividad antimicrobiana del geranio
(Pelargonium odoratissimum) pertenece a la familia Geraniaceae. Entre los microorganismos
estudiados se encontraban Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Aspergillus brasiliensis.
Los resultados que se obtuvieron desvelaron que este aceite presento una gran capacidad
inhibitoria frente a los microorganismos estudiados.

Scalvenci et al., (2016) evaluaron el efecto de aceites esenciales extraidos de plantas
amazonicas para el control in vitro de hongos como Fusarium solani y Phytophthora sp.. El
resultado obtenido fue un comportamiento similar al del aceite esencial de tomillo con un
94% de inhibicion para el caso de Phytophthora.

Dan et al., (2010) dedicaron su estudio al aceite esencial de asaro europeo (Asarum
heterotropoides var. Mandshuricum) y su actividad antimicrobiana frente a cinco hongos
fitopatdgenos, Alternaria Humicola, Colletotrichum gloeosporioides, Rhizoctonia solani,
Phytophthora cactorum y Fusarium solani. En este estudio se concluye con que este aceite
tiene una gran capacidad antifungica sobre dichos hongos.

Rodriguez et al., (2000) trabajaron con extractos de aroma amarilla (Acacia
farnesiana), escoba amarga (Parthenium hysterophorus) y salvia cimarrona (Pluchea
carlinensis), frente a cuatro hongos. Se encontrd que los tres extractos tienen elevada
actividad antifingica sobre el hongo Pyricularia grisea y Phytophthora parasitica var.
nicotianae y la actividad para el resto de los hongos depende del tipo de extracto y el tiempo
de evaluacion.

Faria et al., (2006) investigaron sobre la actividad antifingica tanto del extracto como
del aceite esencia de albahaca (Ocimum gratissimum). Los resultados revelaron que el aceite
esencial inhibid el crecimiento de todos los hongos probados, incluyendo los fitopatdgenos,

Botryosphaeria rhodina, Rhizoctonia sp. Y dos cepas de Alternaria sp., siendo el eugenol el
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compuesto responsable de la actividad antifingica, mientras que el extracto no tuvo buenos
resultados.

Alzate et al., (2009) trabajaron en la actividad antifungica de los aceites esenciales de
eucalipto (Eucalyptus sp.) y cascara de naranja, (Citrus sinensis) a diferentes concentraciones
frente a Trichoderma harzianum, Absidia sp. y Fusarium oxysporum. El aceite esencial de
Eucalyptus tereticornis mostro tener un buen espectro de actividad fungicida a
concentraciones moderadas. Sin embargo es necesario realizar ensayos sobre otras cepas de
interés.

En el trabajo fin de grado realizado por Carmena en 2015 trabajaron en la evaluacion
in vitro de la capacidad antifungica de las esencias de tomillo (Thymus zygis) y lavanda
(Lavandula angustifolia) sobre hongos como Fusarium oxysporum f sp. lycopersici. Los
resultados que obtuvieron fueron muy satisfactorios para el caso del tomillo, inhibiendo el
crecimiento micelial casi en su totalidad. El aceite de lavanda no presento resultados de
inhibicidn significativos.

Mohammadi et al., (2016) en su estudio informa de la eficacia de la combinacion de
Zataria multiflora y aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) para inhibir
Phytophthora drechsleri in vitro. El aceite esencia de la canela resulto ser el mejor inhibidor.

Taborda, (2015) valoré el efecto inhibitorio de extractos y aceites esenciales tanto in
vitro como in vivo de orégano (Lippia origanoides) y tomillo (Thymus vulgaris) sobre
Colletotrichum musae en banano y Botrytis cinerea en fresa. Las dos especies resultaron ser
promisoras y eficientes en el control de ambos hongos, aunque destacando que el orégano
presentd unos porcentajes mas altos.

Seseni et al., (2015) estudiaron 10 aceites esenciales de los que seleccionaron 5 en
funcion de su precio y disponibilidad en Sudafrica, naranja dulce (Citrus sinensis), citronela
(Cymbopogon nardus), mandarina (Citrus reticulata), toronja (Citrus paradise) y alcanfor
(Cinnamomum camphora) de los cuales hicieron un estudio in vitro de la actividad
antifungica de estos frente a cuatro cepas de Fusarium (F. circinatum, F. oxysporum, F.
circinatu, F. circinatum). Solamente el clavo y el tomillo que se encontraban entre los diez
estudiados lograron controlar el crecimiento micelial.

Vitoratos et al., (2013) trabajaron sobre la actividad antifungica in vitro e in vivo de
orégano (Origanum vulgare L. ssp. hirtum), tomillo (Thymus vulgaris L.) y limén (Citrus limdn

L.), contra algunos patdgenos postcosecha importantes (Botrytis cinerea, Penicillium italicum
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y P. digitatum). Los resultados obtenidos de los experimentos in vitro e in vivo indicaron que
los aceites esenciales de limdén, tomillo y orégano inhibieron el crecimiento del micelio y la
germinacién de esporas de los patdégenos postcosecha. En ambos experimentos, se observd
un efecto de dosis, con un aumento antifungico a medida que aumentaba la concentracién
de aceites esenciales.

Sharma et al., (2017) analizaron la actividad antifungica de cuatro aceites esenciales,
clavo de olor (Syzygium aromaticum), hierba de limén (Cymbopogon citratus), menta
(Mentha piperita) y eucalipto (Eucalyptus globulus) fueron evaluados contra la marchitez
causante de hongos, Fusarium oxysporum F. sp. lycopersici. Esta investigacion reveld que
todos los aceites esenciales evaluados tuvieron una actividad antifungica de moderada a alta
en el siguiente orden de efectividad, clavo, menta, limoncillo y eucalipto.

Zacaroni et al., (2009) trabajaron con aceite esencial de pimienta (Piper
hispidinervum) in vitro sobre Fusarium oxysporum obteniendo que el resultado para el
control de Fusarium necesitaba unas concentraciones de aceite mas altas que para el control
de otros hongos fitopatdgenos.

Suleiman y Emua, (2009) analizaron tanto in vitro como in vivo extractos y aceites
esenciales procedentes del jengibre (Zingiber officinale), aloe (Aloe vera (L.) Burm.f.), cola
amarga (Garcinia Kola) y neem (Azadirachta indica) sobre Pythium aphanidermatum.
Concluyendo con que todas las sustancias utilizadas mostraron una inhibicién del
crecimiento siendo el neem el menos eficiente.

Vaillant et al., (2015) se proponen evaluar el efecto fungicida del aceite esencial de
Melaleuca  quinquenervia L., sobre los hongos  fitopatdgenos Rhizoctonia
solani, Phytophthora nicotianae, Fusarium solani, Stemphilium solani, Corynespora cassicola
y Oidium lycopersicum. Comprobaron que Phytophthora nicotianae fue el hongo mas

sensible ante este aceite.

20



MATERIALES Y
METODOS



Efectividad in vivo e in vitro de aceite y extractos de geranio (Pelargonium graveolens) en el control de hongos fitopatégenos

3 MATERIALES Y METODOS.
3.1 Situacion y emplazamiento.

El ensayo se realizé en la campafia 2017/2018, en las instalaciones pertenecientes a
la universidad de Almeria (Cafiada de San Urbano). El ensayo de campo tuvo lugar en el
poligono 58, parcela 9.000, recinto 2 y superficie 1.845 m®. El trabajo in vitro se realizé en el
laboratorio 2.03 de la Escuela Superior de Ingenieria.

~ almeri

Imagen 1: Localizacién del ensayo.

3.2 Ensayo in vivo
3.2.1 Diseiio experimental en campo

El disefio experimental estuvo conformado por 70 plantas trasplantadas en
maceteros de 1L que se distribuyeron de forma aleatoria y en los que se inocularon
diferentes hongos. Con el objetivo de controlar las enfermedades se le aplicaron los
preparados realizados con extractos vegetales y aceite esencial. Este ensayo se realizdé en un
invernadero de caracteristicas representativas del entono, perteneciente a la universidad de
Almeria.

Los distintos preparados de extracto vegetal y aceite esencial procedian de plantas de
geranio (Pelargonium graveolens), estos fueron utilizados frente a Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici y Phytophthora nicotianae var. parasitica con distintos procesos de extraccion, el
proceso de extraccidon se detallard posteriormente.

Los tratamientos realizados son los descritos a continuacion:

e TO: Testigo sin inoculacion de hongo y sin aplicacion de extractos o aceites.
e T1: Testigo inoculado con hongo Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
e T2:Testigo inoculado con Phytophthora parasitica.
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e T3:Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + Mancozeb (0,30%).

e T4:Inoculacién de Phytophthora parasitica + Mancozeb (0,30%).

e T5: Inoculacion de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + extracto de geranio caliente.
e T6: Inoculacion de Phytophthora parasitica + extracto de geranio caliente.

e T7:Inoculacion de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + extracto de geranio frio

e T8: Inoculacion de Phytophthora parasitica + extracto de geranio frio.

e T9: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + aceite esencial de geranio.

e T10: Inoculacién de Phytophthora parasitica + aceite esencial de geranio.

Los tratamientos de TO, T1, T2, T3, y T4 contaron con ocho repeticiones, mientras que
el resto de tratamientos estaban formados por 10 repeticiones. El tratamiento TO (testigo)
nos permitié comprobar el desarrollo en condiciones normales de las plantulas de tomate, el
T1 y T2 nos mostraron el desarrollo de la enfermedad en plantas sanas, el T3 y T4
determinaron la eficacia de un fungicida (Mancozeb) con respecto a los preparados
vegetales. El resto de los tratamientos nos ayudaron a precisar la capacidad antifungica del
extracto y aceite de geranio frente a ambos hongos.

Imagen 2: Detalle de la distribucion de los tratamientos en el invernadero

3.2.2 Preparacion de extractos.

Para la obtencién del extracto se comenzé con la recoleccién de hojas de geranio que
se depositaron sobre papel de filtro (Whatman N21) e introdujeron en la estufa a 252C durante
3 dias (Imagen 3 A y B). Transcurrido este tiempo se pasé a su trituracion con un molinillo
eléctrico hasta alcanzar un tamafio de particula lo mas fino posible (Imagen 3C). Para preparar la
solucion que contaria con una concentracion de 1:10 (g/mL) se pesaron 20g para la obtencién de
200 mL de solucién. Una vez obtenidos la cantidad necesaria para preparar dos soluciones
fueron vertidos en un matraz Erlenmeyer, llenando uno de ellos con agua fria (temperatura
ambiente) y el otro con agua calentada hasta alcanzar una temperatura por debajo del punto de
ebullicién, este procedimiento es conocido como método de extraccidon por infusion (Imagen
3D).

Cuando la solucién alcanza a temperatura deseada retiramos de la placa calefactora y
junto con el matraz que contiene la solucién fria introducimos en un agitador a 252C con una

velocidad de 140 rpm durante 24 horas (Imagen 3E y 3F).
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Una vez que las dos soluciones han pasado 24 horas de agitacién son retiradas para la
filtracidn de las mismas. Esta filtracidn se hace utilizando tubos de pldstico de 50 mL embudos de
vidrio y papel de filtro, la filtracidn continua hasta que se completan los 50 mL de solucién
filtrada (Imagen 3 Gy H).

Los 50 mL obtenidos de cada preparacion son vertidos en botellas de vidrio de 1L y

completados hasta conseguir una solucion de 1L (Imagen 3l).

Imagen 3: Descripcidn del proceso de obtencién de los extractos.

3.2.3 Preparacion del aceite.

El aceite de geranio empleado fue un preparado comercial de la marca Biover, el cual
fue obtenido por el método tradicional (destilacién de vapor). La destilacién por arrastre de
vapor consiste en llevar a cabo la vaporizacion selectiva del componente volatil de una
mezcla formada por este y otros no volatiles. Esto se logra por la inyeccion de vapor de agua
directamente en el seno de la mezcla (Peredo, 2009).

El aceite fue vertido en una botella de cristal, disolviéndolo en agua a la

concentracion de 0,25%, y aplicado a continuacién en campo.
3.2.4 Aplicacion en campo.

Los extractos y aceite anteriormente preparados fueron aplicados en campo en las
fechas descritas a continuacién, Tabla 2. La aplicacién se realizd por riego al sustrato,
vertiendo en todos los casos una dosis por maceta de 100 mL.

La primera aplicacidn se realizd con cardcter preventivo, antes de la inoculacién del
hongo, el resto de las aplicaciones se realizaron con caracter reactivo para controlar o inhibir
el desarrollo de la enfermedad.

Tabla 2: Fechas relevantes en la aplicacién de extractos y aceites.

Fecha DDT Aplicacion Comentario
20/10/2017 4 Extractos + aceite Pre-inoculacion
3/11/2017 18 Extractos + aceite Post-inoculacion
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22/11/2017 37 Extractos + aceite Post-inoculacion

3.2.5 Preparacion del inoculo.

Para la preparacion del inoculo primeramente los hongos fueron repicados a partir de
placas madre que los contenian. Estos hongos se obtuvieron de la micoteca del grupo GR-
200. Transcurridas dos semanas los hongos habian crecido hasta ocupar la totalidad de la
placa por lo que estaban listos para ser usados. Posteriormente se realizé un triturado de la
totalidad de las placas de cada hongo obteniendo una suspensién de macroconidios de
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici comprendida entre 10* y 10° UFC y de Phytophthora
nicotianae var. parasitica de 10* y 10> UFC. Estos fueron llevados a una solucién de 1L para

su posterior aplicacion en campo.

3.2.6 Aplicacion del fungicida.

El fungicida utilizado en este estudio fue
el Vondozeb GD ®, este es un fungicida a base
de mancozeb (75%), materia activa multi-diana

y altamente eficaz contra numerosas

enfermedades, incluso controla  hongos
resistentes a otras materias activas.

Este producto fue aplicado el 6/11/2017
mediante el sistema de riego con una dosis del
0,30%, recomendada en el registro de '
productos fitosanitarios del ministerio de "“Ei‘frg_”%

Gianado

agricultura.

Imagen 4: Fungicida empleado.

3.2.7 Evaluacidn del ensayo.

Durante el desarrollo del cultivo se evalud la presencia de enfermedad en las
plantas de tomate periddicamente. La Tabla 3 detalla todas las fechas de muestreo que
se realizaron.

Se utilizé una escala de dafios comprendida entre 0-4, siendo O una plata sana, 1
una planta decaida sin sintomas de pudricién, 2 comienzo de la pudricién y 4 planta
caida.

Tabla 3: Fechas de muestreo.

Fecha DDT
14/11/2017 25
18/11/2017 29
24/11/2017 35
29/11/2017 40

1/12/2018 42
12/12/2018 54
14/12/2018 56
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21/12/2018 63

3.3 Ensayo in vitro.
3.3.1 Disefio experimental en laboratorio.

El ensayo se realizé en el laboratorio 2.03 de patologia vegetal de la Escuela Superior
de Ingenieria de la Universidad de Almeria. Este estudio estuvo formado por 22 tratamientos
compuestos de 5 placas cada tratamiento (repeticiones). El objetivo fue determinar la
capacidad antiflngica en condiciones controladas de extractos y aceite esencial de geranio
(Pelargonium graveolens) sobre diversos hongos como Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
y Phytophthora nicotianae var. parasitica. Para complementar los estudios de campo
descritos anteriormente.

El disefio experimental estuvo conformado por los siguientes tratamientos:

e TO: testigo sin inoculacién de hongo y sin extracto

e T1: extracto frio (25)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

e T2: extracto frio (50)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

e T3: extracto frio (75)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

e T4: extracto frio (100)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

e T5: extracto caliente (25)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
e T6: extracto caliente (50)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
e T7: extracto caliente (75)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
e T8: extracto caliente (100)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
e T9: aceite geranio (1%)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

e T10: aceite geranio (2.5%)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
e T11: aceite geranio (4%)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
e T12: extracto frio (25)+ Phytophthora parasitica.

e T13: extracto frio (50) + Phytophthora parasitica.

e T14: extracto frio (75)+ Phytophthora parasitica.

e T15: extracto frio (100)+ Phytophthora parasitica.

e T16: extracto caliente (25)+ Phytophthora parasitica.

e T17: extracto caliente (50)+ Phytophthora parasitica.

e T18: extracto caliente (75)+ Phytophthora parasitica.

e T19: extracto caliente (100)+ Phytophthora parasitica.

e T20: aceite geranio (1%)+ Phytophthora parasitica.

e T21: aceite geranio (2.5%)+ Phytophthora parasitica.

e T22: aceite geranio (4%)+ Phytophthora parasitica.
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Imagen 5: Tratamiento realizados.

3.3.2 Preparacion de los extractos in vitro.

Se partié de los extractos utilizados en el ensayo in vivo, para su utilizacién se
realizé una micro filtracién, con un tamafo de poro de 0,22 micras y con el objetivo de
purificar el extracto lo maximo posible. A continuacion se realizaron las diluciones
necesarias para obtener las concentraciones del ensayo 25%, 50%, 75% y 100%, con la
ayuda de una micro pipeta.

Imagen 6: Micro filtracion y preparacidén de concentraciones.

3.3.3 Preparacion de los aceites in vitro.

El aceite de geranio empleado fue un preparado comercial de la marca Biover, el cual
fue obtenido por el método tradicional (destilacion de vapor). La destilacién por arrastre de
vapor consiste en llevar a cabo la vaporizacion selectiva del componente volatil de una
mezcla formada por este y otros no volatiles. Esto se logra por la inyeccion de vapor de agua
directamente en el seno de la mezcla (Peredo, 2009).

En este trabajo se analizaron diferentes concentraciones del aceite para determinar
cudl es la minima concentracién necesaria para la inhibicion del hongo. Se utilizaron

concentraciones crecientes de 1%, 2,5% y 4%.
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3.3.4 Preparacion del medio de cultivo.

El medio de cultivo empleado en el ensayo fue agar malta (AM). Para la
preparacion de 1 L de medio se pesaron en una balanza de precision 20 g de agary 20 g
de extracto de malta y se introdujeron en botella de vidrio, que se llené hasta enrasara 1
L con agua y se agitd para conseguir una mezcla homogénea. Se introdujeron las botellas
y dos dosificadores en la autoclave durante 21 minutos a 120°C de temperatura para
esterilizar el medio de cultivo. Una vez finalizado el proceso de esterilizacion en la
autoclave, se sacaron las botellas y los dosificadores con un guante y se dejaron enfriar
hasta que el medio estuvo a unos 409C.

Mientras tanto se fueron marcando las placas con un rotulador para organizarlas,
de tal forma que no hubiera confusiones a la hora de adicionar los aceites esenciales o

los fungicidas y sembrar los discos de micelio.
3.3.5 Preparacion de las placas de siembra.

Una vez que las distintas concentraciones estaban separadas en recipientes y el
medio estuvo atemperado (402C) se procedié con la ayuda de un dosificador a verter el
medio de cultivo en los recipientes que contenian las diferentes concentraciones de
extractos y aceites. Finalmente se agité cada solucién y se vertieron 10 mL en cada placa
de petri, obteniendo asi cinco repeticiones por tratamiento.

Después de esto se dejo enfriar para proceder con la siembra de micelio en cada

placa.

Imagen 7: Vertido de medio de cultivo con extractos y aceite esencial.

3.3.6 Siembra de discos de micelio.

Para la siembra del disco de micelio previamente se replicaron Fusarium oxysporum
f.sp lycopersici y Phytophthora nicotianae var. parasitica en placas madre. Pasada una
semana, el desarrollo de los microorganismos era el adecuado para la inoculacién en los

medios de cultivo.
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Una vez estuvieron listas las placas madres para la inoculacién en el nuevo medio de
cultivo se paso a sembrar un disco de micelio en el centro de la placa. El disco se obtuvo de
la zona de crecimiento de la placa madre. Con el sacabocados previamente introducido en
alcohol y flameado en la llama se perforé el medio de cultivo con micelio de la placa de Petri;
el didmetro del sacabocados y por tanto del micelio es de 0,5 cm. Una vez marcados los
circulos en el medio se cogid la lanceta se flamed y una vez enfriada se cogié el fragmento de
medio con micelio y se puso invertido en el centro de la placa. El hecho de que el disco fuera
invertido es para que el micelio entrara en contacto directo con el medio de cultivo.

Para la realizacién de cada uno de estos pasos descritos se precisé del uso de un
mechero Bunsen, de manera que se pudiera trabajar en condiciones asépticas y asi evitar el

contagio de las placas.

3.3.7 Evaluacidn del ensayo.

Se hicieron cinco repeticiones por aislado. Una vez selladas las placas se pusieron a incubar
en la estufa a 252C y se midié el crecimiento micelial radial cada dia hasta el borde
diametralmente opuesto de la placa.

Para calcular el porcentaje de inhibicidn se hizo uso de la siguiente férmula:

Crecimiento radial del testigo — Crecimiento radial del patogeno

100
Crecimiento radial del testigo *

El analisis estadistico de los datos obtenidos, se ha realizado utilizando Microsoft

Excel y Stagraphic Centurion version 17.2.04°.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1 Resultados.
4.1.1 Introduccion.

En los siguientes apartados se exponen los resultados de las pruebas in vivo e in vitro,
donde se observan el desarrollo de la enfermedad en plantas del cultivo de tomate en
campo con los distintos tratamientos aplicados y el porcentaje de inhibicién de las diferentes
concentraciones y tratamientos utilizados en el laboratorio.

Como se comentd anteriormente los hongos utilizados en el ensayo son Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora
parasitica), los cuales fueron tratados con preparaciones naturales de geranio (Pelargonium
graveolens).

Las graficas mostradas a continuacion estdn formadas por el eje X donde se mide los
dias después del trasplante (DDT) y por el eje Y donde se mide el grado de enfermedad en

una escala de 0-4.

4.1.2 Ensayo in vivo.

4.1.2.1 Efecto in vivo de aceite esencial de geranio (Pelargonium graveolens) sobre el

desarrollo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en un cultivo de tomate.

En la Grafica 1 se representa el desarrollo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en
condiciones de invernadero, con aplicacién de aceite de geranio y con el fungicida utilizado
(Mancozeb).

El tratamiento T1 se corresponde con el testigo de Fusarium en ausencia de algun
tipo de agente de control (quimico o biolégico). Al encontrarse en condiciones 6ptimas de
humedad y temperatura, el hongo crece de manera sostenida durante el desarrollo del
ensayo, pudiendo infectar las plantas susceptibles de tomate, lo que sirve de base para
comparar con el resto de tratamientos. El desarrollo de la enfermedad se produjo de manera
previsible en el caso del testigo, alcanzando niveles de enfermedad entre 3-3,5 sobre 4
durante los ultimos muestreos lo que significa que las plantas estaban practicamente
muertas.

Si seguimos la linea de evolucién del tratamiento T9 compuesto por la inoculacién de
Fusarium y la aplicacion del aceite esencial de geranio comprobamos que hasta los 35 DDT
se produce una inhibicion completa del desarrollo de la enfermedad. En este momento se
comienzan a apreciar los primeros signos, manteniéndose estable durante la mayor parte
del estudio. Durante los ultimos muestreos el crecimiento aumenta alcanzando un nivel de
enfermedad 1, en este grado de enfermedad las plantas se encontraban con las hojas

decaidas sin sintomas de pudricion.
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El tratamiento T3 al que se le aplicd Voncozeb ® la inhibicion ha sido completa
durante todo el desarrollo.

Al comparar el tratamiento aplicado a base del aceite esencial con el desarrollo
normal de la enfermedad se observa como este consigue la inhibicion de la enfermedad en
un 75%, sin presentar grandes diferencias con el tratamiento a base de fungicida. Con estos
resultados podemos afirmar que el aceite esencial puede ser una alternativa eficaz para el
control de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en las condiciones del ensayo realizadas.

En la Tabla 4 se muestra el andlisis estadistico realizado a los datos obtenidos durante
el ensayo. El primer muestreo realizado a los 25 DDT no existieron diferencias estadisticas
entre los datos, es a partir del dia 29 después del trasplante cuando empieza a parecer las
primeras diferencias, que se mantienen hasta el final del ensayo. Los resultados obtenidos

en la Tabla 4 corroboran lo comentado anteriormente en la Grafica 1.

Grafica 1: Control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de aceite de geranio.
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T1: Testigo inoculado con hongo Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
T3: Inoculacion de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + Mancozeb (0,30%).

T9: Inoculacion de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + aceite esencial de geranio.
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Tabla 4: Control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de aceite de geranio.

DDT 25 29 35 40 42 54 56 63
T 0,50+0,50 0,50+0,75 2,25+1,90 2,25#1,90 2,37+#1,76 2,75%#1,75 3,00#1,51 3,00#1,51
ab a a a a a a
3 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
C b C c C c d
9 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,40+0,54 0,40+0,54 0,40+0,54 0,80+1,09 1,20+1,09
bc b bc bc C bc bc
p-Valor 0,1238 0,0073 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*Dentro de cada columna valores seguidos por la misma letra(s) muestran diferencias significativas con un p-valor
<0,05.

4.1.2.2 Efecto in vivo de aceite esencial de geranio (Pelargonium graveolens) sobre el
desarrollo de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica)

en un cultivo de tomate.

En la Grafica 2 se plasman los datos obtenidos correspondientes al tratamiento de
aceite esencial de geranio con Phytophthora parasitica y al desarrollo de la misma sin
aplicacion alguna, asi como el uso del fungicida sobre este mismo hongo.

El testigo inoculado con Phytophthora parasitica (T2), se caracteriza por no contener
aplicaciéon de sustancias para el control del hongo. Phytophthora parasitica se encuentra en
condiciones favorables para su desarrollo y evolucién, por lo que como observamos en la
Grafica 2 crece de forma continuada, aumentando el grado de enfermedad en las plantas,
alcanzando niveles entre 3,5-4 sobre 4, resultando en plantas completamente muertas. Este
tratamiento sera el apoyo para el estudio del desarrollo de la enfermedad con la aplicaciéon
del aceite esencial de geranio.

El tratamiento T10 compuesto por el hongo y la aplicacion del aceite esencial de
geranio comienza con un crecimiento de Phytophthora por encima del resto de
tratamientos. Durante todo el proceso de estudio la enfermedad continua desarrollandose,
alcanzando un grado entre 1,5-2, los cuales se corresponden con plantas decaidas con
primeros sintomas de pudricién.

Para Phytophthora parasitica el fungicida consiguid su inhibiciéon durante todo el
estudio. Aunque la inhibicidn no es completa y dista de la eficacia del Mancozeb el aceite
consigue la inhibicién parcial disminuyendo los sintomas y dafios causados. Entre el testigo y
este tratamiento existen 2 niveles dentro de la escala de enfermedad, lo que significa que se
produce un 50% de inhibicion, encontrandose el tratamiento en un punto intermedio de

control.
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La Tabla 5 esta compuesta por los datos obtenidos a partir de los tratamientos

descritos anteriormente. Donde se muestra el andlisis estadistico realizado a los mismos. En

la primera toma de datos realizada no existieron diferencias estadisticas, apareciendo en el

segundo dia de muestreo y que contindan durante todo el ultimo muestreo.

Grafica 2: Control
aceite de geranio.

de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante el uso de
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T2: Testigo inoculado con Phytophthora parasitica.

T4: Inoculacion de Phytophthora parasitica + Mancozeb (0,30%).

T10: Inoculacién de Phytophthora parasitica + aceite esencial de geranio.

Tabla 5: Control de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante el uso de
aceite de geranio.

DDT 25 29 35 40 42 54 56 63
™ 0,25+0,70 0,37+1,06B 0,75%#1,16 2,12+1,45 3,00+0,92 3,00+0,92 3,25+0,88 3,62+0,74
c b a a a a a
T4 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
c b c c c C d
0,40+0,54 1,00+0,00 1,00+1,73 1,40+1,51 1,40+1,51 1,60+1,34 1,60+1,34 2,0+1,22
T10
a b ab b b b b
p-Valor 0,1238 0,0073 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*Dentro de cada columna valores seguidos por la misma letra(s) muestran diferencias significativas con un p-valor <

0,05.
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4.1.2.3 Efecto in vivo de extractos de geranio (Pelargonium graveolens) sobre el

desarrollo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en un cultivo de tomate.

La Grafica 3 muestra la evolucidon de la enfermedad que afecta a las plantas que
fueron inoculadas con Fusarium (testigo), tratadas con extracto de geranio, tanto con el
método de infusidn (geranio caliente) como el extracto en solucidn fria (geranio frio), y el
tratamiento con Mancozeb.

El tratamiento T1 que se observa en la Grafica 3 estuvo compuesto Unicamente
por el inéculo de Fusarium. Su desarrollo al encontrase en condiciones normales se
produce de forma ascendente, presentando una mayor infeccién durante los primeros
muestreos, sin detenerse hasta el final del ensayo donde la enfermedad alcanza la
categoria de 3 sobre un mdaximo de 4. En esta categoria las plantas presentan un alto
grado de pudricion.

Los tratamientos que si contenian aplicacién de agentes de control bioldgico, son
el T5 formado por la inoculacién de Fusarium y extracto de geranio preparado mediante
el método de infusion (geranio caliente) y el T7 compuesto por Fusarium y extracto de
geranio preparado por solucién sin temperatura (geranio frio).

El tratamiento T5 proporciona un retraso de la enfermedad de 10 dias
aproximadamente, a partir de este momentos comienzan las primeras muestras de
enfermedad que crecen de forma continua sin alcanzar el nivel 1 de enfermedad, en el
ultimo muestreo realizado estas plantas se presentan decaidas sin sintomas de
pudricion, con un porcentaje de inhibicién del 75%.

El tratamiento T7 provoca un retraso en la aparicién de la enfermedad durante
aproximadamente 45 DDT. Después de este muestreo comienza el desarrollo de la
enfermedad que no alcanza un nivel superior al 0,3, esto se traduce en plantas sanas e
inhibicidon de la enfermedad en un 92,5%, obteniendo un efecto semejante al fungicida
aplicado.

La Tabla 6 esta formada por los datos obtenidos de los tratamientos descritos
anteriormente asi como el analisis estadistico de los mismos. En el primer muestreo no
aparecen diferencias estadisticas, estas se muestran desde el segundo muestreo y en
adelante. Entre el tratamiento T3 y T7 no existen diferencias significativas durante la
mayor parte del desarrollo del estudio, a diferencia del tratamiento T5 que presenta
unos valores de control intermedios entre el testigo de Fusarium y el resto de

tratamientos.

33



Efectividad in vivo e in vitro de aceite y extractos de geranio (Pelargonium graveolens) en el control de hongos fitopatégenos

Grafica 3: Control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de extractos de de

geranio.
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T1: Testigo inoculado con hongo Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
T3: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + Mancozeb (0,30%).
T5: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + extracto de geranio caliente.
T7: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + extracto de geranio frio.
Tabla 6: Control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de extractos de geranio
DDT 25 29 35 40 42 54 56 63
m 0,50%0,75 0,50+0,75 2,25%£1,90 2,25+£1,90 2,37+1,76 2,75%£1,75 3,00+£1,51 3,0041,51
ab a a a a a a
13 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00
c b c c o c d
0,00%0,00 0,00+0,00 0,0040,00 0,4010,54 0,40%0,54 0,80+0,44 0,80+0,44 1,00+0,70
T5
bc b bc bc bc bc bc
+ + + + + + +
17 0,00+0,00 0,00+0,00B  0,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 0,20+0,44 0,2040,44 0,4010,54
c b o c C c cd
p-valor 0,1238 0,0073 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*Dentro de cada columna valores seguidos por la misma letra(s) muestran diferencias significativas con un p-valor < 0,05.
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4.1.2.4 Efecto in vivo de extractos de geranio (Pelargonium graveolens) sobre el
desarrollo de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica)

en un cultivo de tomate.

La Grafica 4 muestra la interaccidn entre los agentes de control bioldgico compuestos
por: extracto de geranio obtenido por el método de infusién caliente (T6), el extracto de
geranio preparado en frio (T8) y el tratamiento testigo (T2) frente al desarrollo de
Phytophthora parasitica en un cultivo de tomate.

El tratamiento T2 (testigo) al encontrarse en las condiciones adecuadas para la
evolucién del hongo se produce un avance de la enfermedad como se observa en la Grafica
4 de izquierda a derecha. Este proceso alcanza un nivel de 3 en el punto intermedio del
ensayo, donde las plantas ya se encontraban con una elevada pudricidn, a partir de este
momento se produce una estabilidad en el desarrollo de la enfermedad que se prolonga
durante 15 dias y finalmente aumentado el grado de enfermedad en 3,5-4 durante los
ultimos dias de ensayo. Como resultado se obtienen plantas completamente muertas. Este
tratamiento serd utilizado de referencia para analizar el resultado de los demas
tratamientos.

El primer dia de muestreo (25 DDT) se observaron en el tratamiento a base de
geranio caliente (T6) los primeros signos de enfermedad que se desarrolla equilibradamente
en todo el estudio manteniendo los niveles de enfermedad por debajo del 0,5. Esto significa
que el porcentaje de inhibicion que proporciond fue de un 87,5%.

El tratamiento preparado con extracto de geranio y agua a temperatura ambiente
(T8) produjo un retraso en la aparicion de la enfermedad de 25 dias a partir del primer
muestreo donde ya habia comenzado la enfermedad en el testigo de Phytophthora. El grado
de enfermedad que se alcanza al final del estudio no superd el 0,1 dentro de la escala de
enfermedad lo que supone un 97,5% de control de la misma. Con un resultado comparable
al que proporciona el uso del fungicida quimico utilizado que aportd una inhibicién del
100%.

La Tabla 7 muestra los datos obtenidos de los tratamientos anteriormente descritos y
su analisis estadistico. El primer y tercer dia de toma de datos no se mostraron diferencias
estadisticas, estas aparecen en el resto de muestreos, como indica el resultado obtenido por
el P-valor. Durante todo el estudio el tratamiento T4 y T8 presentan valores estadisticos
semejantes en la mayoria de los muestreos realizados, mientras que el tratamiento T6
mostré un comportamiento intermedio entre el testigo de Phytophthora y los demas

tratamientos.
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Grafica 4: Control de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante el
uso de extractos de geranio.
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T2:
T4
T6:
T8:

Testigo inoculado con Phytophthora parasitica.
Inoculacion de Phytophthora parasitica + Mancozeb (0,30%).
Inoculacion de Phytophthora parasitica + extracto de geranio caliente.

Inoculacion de Phytophthora parasitica + extracto de geranio frio.

Tabla 7: Control de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante el uso de
extractos de geranio.

DDT 25 29 35 40 42 54 56 63
T2 0,25+0,70 0,37+1,06 0,75%1,16 2,12+1,45 3,00+0,92 3,00+0,92 3,25+0,88 3,62+0,74
bc b a a a a a
T4 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
c b c c c c d
0,00+0,00 0,40+0,54 0,40+0,54 0,60+0,54 0,60%+0,54 0,60%+0,54 0,60%+0,54 0,60+0,54
T6
bc b bc bc bc bc cd
T8 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,20+0,44 0,20+0,44 0,20+0,44
bc b c c C c cd
p-Valor 0,1238 0,0073 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*Dentro de cada columna valores seguidos por la misma letra(s) muestran diferencias significativas con un p-valor <

0,05.
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4.1.2.5 Efecto de extractos y aceite de geranio (Pelargonium graveolens) sobre Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici.

Finalmente en la Grafica 5 y la Tabla 8 se muestran a modo de resumen y de manera
conjunta todos los datos correspondientes al control de FOL descritos anteriormente.

Grafica 5: Control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de extractos y
aceite esencial de geranio.
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T1: Testigo inoculado con hongo Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

T3: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + Mancozeb (0,30%).

T5: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + extracto de geranio caliente.
T7: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + extracto de geranio frio.

T9: Inoculacion de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + aceite esencial de geranio.
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Tabla 8: Control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de extractos y aceite esencial
de geranio.

DDT 25 29 35 40 42 54 56 63
T 0,50+0,75 0,50+0,75 2,25#1,90 2,25%1,90 2,37+#1,76 2,75%#1,75 3,00+1,51 3,00#1,51
ab a a a a a a
3 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
c b C C c c d
0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,40+0,54 0,40+0,54 0,80+0,44 0,80+0,44 1,00+0,70
T5
bc b bc bc bc bc bc
7 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,20+0,44 0,20+0,44 0,40+0,54
bc b C C C c cd
To 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,40+0,54 0,40+0,54 0,40+0,54 0,80+1,09 1,20+1,09
bc b bc bc c bc bc
p-Valor 0,1238 0,0073 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*Dentro de cada columna valores seguidos por la misma letra(s) muestran diferencias significativas con un p-valor <
0,05.

4.1.2.6 Efecto de extractos y aceite de geranio (Pelargonium graveolens) sobre

Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica).

Finalmente en la Grafica 6 y la Tabla 9 se muestran a modo de resumen y de manera

conjunta todos los datos correspondientes al control de FOL descritos anteriormente.

Grafica 6: Control de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante
el uso de extractos y aceite esencial de geranio.
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T2: Testigo inoculado con Phytophthora parasitica.

T4: Inoculacidn de Phytophthora parasitica + Mancozeb (0,30%).

T6: Inoculacién de Phytophthora parasitica + extracto de geranio caliente.
T8: Inoculacidn de Phytophthora parasitica + extracto de geranio frio.
T10: Inoculacién de Phytophthora parasitica + aceite esencial de geranio.
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Tabla 9: Control de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica)mediante el uso de
extractos y aceite esencial de geranio.

DDT 25 29 35 40 42 54 56 63
2 0,25+0,70 0,37#1,06 0,75+1,16 2,12+1,45 3,00+0,92 3,00+0,92 3,25%0,88 3,62+0,74
bc b a a a a a
T4 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
c b C c c c d
0,00+0,00 0,40+0,54 0,40+0,54 0,60+0,54 0,60+0,54 0,60+0,54 0,60+0,54 0,60+0,54
T6
bc b bc bc bc bc cd
18 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,20+0,44 0,20+0,44 0,20+0,44
bc b C c c C cd
0,40+0,54 1,00+0,00 1,00+1,73 1,40+#1,51 1,40+1,51 1,60+1,34 1,60+1,34 2,0+1,22
T10
a b ab b b b b
p-Valor 0,1238 0,0073 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*Dentro de cada columna valores seguidos por la misma letra(s) muestran diferencias significativas con un p-valor <

0,05.

4.1.2.7 Resultado global Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

La Grafica 7 muestra a modo de sintesis los datos tomados durante el ultimo

muestreo para los tratamientos con los que se pretendia hacer frente a Fusarium: el

tratamiento T5 formado por geranio caliente, el tratamiento T7 al que se le aplicé geranio

frio, y el tratamiento T9 con aceite de geranio, ademas del testigo de Fusarium (T1) y el

fungicida utilizado (T3).
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Grafica 7: Control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de extractos y aceite esencial de
geranio a los 63 DDT.
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T1: Testigo inoculado con hongo Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

T3: Inoculacion de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + Mancozeb (0,30%).

T5: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + extracto de geranio caliente.
T7: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + extracto de geranio frio

T9: Inoculacién de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici + aceite esencial de geranio.

La Tabla 10 contiene los datos recogidos el ultimo dia de muestreo con el analisis
estadistico correspondiente, como indica el p-valor existen diferencias estadisticas

relevantes entre tratamientos, exceptuando el tratamiento T5 y T9.

Tabla 10: Control de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de extractos y aceite
esencial de geranio a los 63 DDT.

DDT 63

T1 3,001,513

T3 0,00+0,00 d

T5 1,00£0,70 bc

T7 0,40+0,54 cd

T9 1,20+1,09 bc
p-Valor 0,0000

*Dentro de cada columna valores seguidos por la misma letra(s) muestran diferencias significativas con un p-
valor <0,05.
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4.1.2.8 Resultado global Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora
parasitica).

El resultado mostrado en la Grafica 8 determina de forma sintetizada la eficacia
mostrada por los tratamientos en los que se aplicd agentes naturales obtenidos del
geranio frente a Phytophthora. El tratamiento T6 y T8 se corresponden con los extractos
de geranio y el tratamiento T10 hace referencia al uso del aceite esencial de geranio.
Como se describid anteriormente estos tratamientos han seguido un proceso que

termina en este punto.

Grafica 8: Control de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante el uso de
extractos y aceite esencial de geranio a los 63 DDT.
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T2: Testigo inoculado con Phytophthora parasitica.

T4: Inoculacion de Phytophthora parasitica + Mancozeb (0,30%).

T6: Inoculacién de Phytophthora parasitica + extracto de geranio caliente.
T8: Inoculacidn de Phytophthora parasitica + extracto de geranio frio.
T10: Inoculacién de Phytophthora parasitica + aceite esencial de geranio.

La Tabla 11 presenta los datos tomados 63 DDT. El andlisis estadistico que se
obtuvo muestra como entre los datos existen diferencias estadisticas significativas como

nos indica el p-valor resultante, a excepciéon de los tratamientos T6 y T8.
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Tabla 11: Control de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante el
uso de extractos y aceite esencial de geranio a los 63 DDT.

DDT 63
T2 3,62+0,74 a
T4 0,00+0,00 d
T6 0,60+0,54 cd
T8 0,20+0,44 cd
T10 2,0£1,22 b
P-valor 0,0000

4.1.3 Ensayo in vitro.

4.1.4 Efecto in vitro de diferentes concentraciones de extracto y aceite esencial sobre el

crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

En el ensayo realizado en laboratorio en condiciones controladas de humedad vy
temperatura se obtuvieron los resultados que se muestran en la Grafica 9 y Tabla 12, se
representan los tratamientos en los que se ensayaron el control sobre Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici.

El tratamiento TO se corresponde con el testigo el cual no contenia ningun tipo de
aplicacion. En este tratamiento se produce un crecimiento micelial que ocupd la totalidad la
placa, presentando por tanto un porcentaje de inhibicidn del 0%.

Los tratamientos T1, T2, T3 y T4 estuvieron formados por el fragmento del hongo y
extracto de geranio diluido a temperatura ambiente con diferentes concentraciones, 25%,
50%, 75% y 100% respectivamente.

Los tratamientos T5, T6, T7 y T8 se componian del fragmento del hongo y extracto de
geranio preparado mediante el método de infusion con diferentes concentraciones, 25%,
50%, 75% y 100% respectivamente.

Los tratamientos T9, T10 y T11 contenian aceite de geranio con diferentes
concentraciones, 1%, 2,5% y 4% y el fragmento del hongo.

Los resultados obtenidos como se aprecia en la Grafica 9 y Tabla 12 proporcionaron
una inhibicién completa del crecimiento micelial, lo que se corresponde con un 100% de
inhibicidon. Las concentraciones mas bajas de cada tratamiento presentaron el mismo
resultado que las concentraciones mas altas por lo que el uso de bajas concentraciones de

estos extractos y aceites es igualmente efectivo.
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Grafica 9: Inhibicion de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de extractos y aceite
esencial de geranio.
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TO: testigo sin inoculacion de hongo y sin extracto.

T1: extracto frio (25)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

T2: extracto frio (50)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

T3: extracto frio (75)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

T4: extracto frio (100)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

T5: extracto caliente (25)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
T6: extracto caliente (50)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
T7: extracto caliente (75)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
T8: extracto caliente (100)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
T9: aceite geranio (1%)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
T10: aceite geranio (2.5%)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
T11: aceite geranio (4%)+ Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.
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Tabla 12: Inhibiciéon de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici mediante el uso de extractos y aceite
esencial de geranio.

TRATAMIENTO INHIBICION (%)
T0 Oa
Tl 100 b
T2 100 b
T3 100 b
T4 100 b
T5 100 b
T6 100 b
T7 100 b
T8 100 b
T9 100 b
T10 100 b
T11 100 b

4.1.4.1 Efecto in vitro de diferentes concentraciones de extracto y aceite esencial sobre el
crecimiento micelial de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora

parasitica).

En la Grafica 10 y Tabla 13 se recogen los datos obtenidos in vitro a partir del ensayo
realizado para Phytophthora, al que se le aplicaron diferentes concentraciones de extractos
y aceite esencial de geranio, estudiandose la inhibicién producida.

Al tratamiento TO no se le aplicd ningln preparado de los realizados con geranio por
lo que el hongo al encontrarse en condiciones controladas y favorables de desarrollo
llegando a ocupar el didametro completo de la placa de petri. La inhibicién producida fue del
0%.

Los tratamientos que contenian extracto de geranio preparado a temperatura
ambiente (geranio frio) son los tratamientos T12, T13, T14 y T15, estos se diferenciaban por
tener diferentes concentraciones del extracto, 25%, 50%, 75% y 100% respectivamente.

Los tratamientos que se le aplicé extracto de geranio preparado mediante infusidn
son los tratamientos T16, T17, T18 y 19 con concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100%.

Los tratamientos T20, T21 y T22 estaban formados por el fragmento del hongo asi
como la aplicacion de aceite esencial de geranio en diferentes concentraciones, 1%, 2,5% y
4% respectivamente.

Todos los tratamientos a los que se le hicieron aplicaciones de los agentes naturales
extraidos del geranio presentaron un porcentaje de inhibicidn del 100% incluso en las

concentraciones mas bajas, como se puede apreciar en la Grafica 10.

44



Efectividad in vivo e in vitro de aceite y extractos de geranio (Pelargonium graveolens) en el control de hongos fitopatégenos

Grafica 10: Inhibicidon de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante el
uso de extractos y aceite esencial de geranio.
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TO: testigo sin inoculacion de hongo y sin extracto.
T12: extracto frio (25)+ Phytophthora parasitica.
T13: extracto frio (50) + Phytophthora parasitica.
T14: extracto frio (75)+ Phytophthora parasitica.
T15: extracto frio (100)+ Phytophthora parasitica.
T16: extracto caliente (25)+ Phytophthora parasitica.
T17: extracto caliente (50)+ Phytophthora parasitica.
T18: extracto caliente (75)+ Phytophthora parasitica.
T19: extracto caliente (100)+ Phytophthora parasitica.
T20: aceite geranio (1%)+ Phytophthora parasitica.
T21: aceite geranio (2.5%)+ Phytophthora parasitica.
T22: aceite geranio (4%)+ Phytophthora parasitica.

Tabla 13: Inhibicién de Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica) mediante
el uso de extractos y aceite esencial de geranio.

TRATAMIENTO INHIBICION (%)
TO 0a
T12 100 b
T13 100 b
T14 100 b
T15 100 b
T16 100 b
T17 100 b
T18 100 b
T19 100 b
T20 100 b
T21 100 b
T22 100 b
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4.2 Discusion.

Tras la revisidn realizada acerca de la actividad antifungica de los extractos naturales
y aceites esenciales muchos autores aseveran que la actividad no se puede atribuir a un
Unico componente mayoritario, sino que al tratarse de mezclas muy complejas, su actividad
antifungica es el resultado de una sinergia entre todos sus componentes. (Santamarina et
al., 2015).

Algunos autores indican que los extractos vegetales y aceites esenciales son
significativamente mas efectivos que sus componentes mayoritarios (Santamarina et al.,
2015), mientras que otros muestran resultados contrarios (Carbelo, 2018) (datos no
publicados).

Camarena (2015) en su trabajo fin de grado trata de demostrar la actividad
antifdngica in vitro de aceite esencial de tomillo (Thymus zygis) sobre Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici, ademas de otros hongos. El resultado obtenido fue una inhibicion completa
del crecimiento micelial del hongo, por lo que salvando las diferencias que existen por la
utilizacion de diferentes aceites los resultados obtenidos concuerdan con lo estudiado en
este trabajo ya que el aceite esencial de tomillo y el aceite esencial de geranio comparten
algunos compuestos quimicos dentro de su composicién como es el linalool.

Sharma et al., (2017) analizaron in vitro la actividad antifungica de cuatro aceites
esenciales: clavo de olor (Syzygium aromaticum), hierba de limén (Cymbopogon citratus),
menta (Mentha 3 piperita) y eucalipto (Eucalyptus globulus).Estos fueron evaluados contra la
marchitez causada por Fusarium oxysporum F. sp. lycopersici. Esta investigacion reveld que
todos los aceites esenciales evaluados tuvieron una actividad antifingica de moderada a alta
en el siguiente orden de efectividad, clavo, limoncillo, menta y eucalipto. Estos resultados
apoyan lo estudiado en el presente trabajo, ya que tras la aplicacidon de aceite de geranio, se
produjo una inhibicién total del desarrollo micelial del hongo.

Scalvenci et al., (2016), Vaillant et al., (2015) o Rodriguez et al., (2000) hicieron uso
de aceites esenciales obtenidos de distintas plantas frente a Phytophthora f. sp. y
Phytophthora parasitica var. nicotianae en un estudio in vitro en el que obtuvieron
resultados de un 94% de inhibicidon. Estos autores reafirman lo presentado en esta
investigacion, obteniendo porcentajes similares de inhibicion cuando se aplica aceite de
geranio para el control de Phytophthora parasitica.

Pedroso et al., (2012a) determinaron el efecto antifingico de dos extractos
procedentes de Acacia farnesiana sobre el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Los
extractos mostraron mas de un 90% de inhibicion del crecimiento micelial desde la primera
evaluaciéon realizada a las 72h después de la inoculacidn hasta el fin del ensayo.
Adicionalmente, se determinaron el origen de la inhibicién, los metabolitos con actividad
antifungica reconocida fueron: flavonoides, taninos, fenoles, alcaloides y saponinas. Como se

ha detallado previamente, el extracto de geranio es rico en flavonoides, por lo que no es de
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extrafar que en la presente investigacion se obtengan resultados de inhibicién sobre el
crecimiento fungico similares a los obtenidos por los autores anteriores.

Pedroso et al., (2012b) en este estudio se obtuvo el extracto acuoso de hojas de
Parthenium hysterophorus L. con el objetivo de evaluar su actividad antifungica in vivo
contra el hongo Pyricularia grisea Sacc. responsable de la enfermedad mds importante en el
arroz (Oryza sativa, L.). Se encontrd que el extracto tenia elevada actividad antifungica con
una concentracion de 10% de extracto la inhibicion fue total, ademas de tener actividad
biocida. Se determind que el extracto contiene metabolitos con efecto antimicrobiano
como: taninos, fenoles, flavonoides y triterpenos. El geranio contiene en su composicion
algunos compuestos como los fenoles y flavonoides que se encuentran presentes en otras
plantas como es el caso de Parthenium hysterophorus L., por lo que los resultados obtenidos
en ambos estudios presentan similitudes.

Lizcano, (2007) en su trabajo fin de grado realizo una prueba en invernadero (in vivo)
donde evalud la actividad del extracto de Tomillo (Thymus vulgaris) en forma preventiva y
curativa o de control de la enfermedad, se estimo el porcentaje de incidencia y severidad.
Después de ser evaluados los resultados determinaron que el extracto de tomillo (Thymus
vulgaris) puede disminuir el crecimiento de Fusarium oxysporum. Al instalarse sobre las
plantas inoculadas se redujo la expresion de los sintomas de las enfermedades. El extracto
de tomillo comparte diferentes compuestos quimicos con el geranio por lo que los
resultados obtenidos por Lizcano no difieren en gran medida de los determinados durante
este ensayo.

Moreno, (2011) realizé su tesis doctoral con el objetivo de evaluar la actividad
antifungica in vivo de los extractos de Piper eriopodon (Piperaceae) y Zanthoxylum
monophyllum (Rutaceae) y sus metabolitos secundarios mayoritarios sobre Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. Los ensayos mostraron que el extracto con mayor actividad
antifungica fue P. eriopodon., mientras que Z. monophyllum no presentd ninguna actividad
en los ensayos in vivo. Al igual que en el presente estudio Fusarium es controlado mediante
el uso de extractos vegetales, inhibiendo su crecimiento y desarrollo de la enfermedad.

La Torre et al,, (2016) evaluaron el uso de esenciales para controlar la marchitez
causada por Fusarium en el tomate. El aceite de clavo, aceite de tomillo, aceite de romero y
sus componentes principales, asi como los dos productos comerciales, Bioxeda y Sporatec.
La prueba se llevé a cabo en plantulas de tomate de 5 semanas trasplantadas en macetas y
depositadas en un invernadero. Estas macetas fueron inoculadas con Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici. Los tratamientos se realizaron con aceites esenciales en diversas
concentraciones. Los experimentos indicaron que todos los productos probados fueron
capaces de reducir la marchitez provocada por Fusarium en el tomate. Los mejores
resultados se obtuvieron con aceite de clavo, sin embargo, el aceite de romero también fue

eficaz en el control de F. oxysporum f. sp. lycopersici. El rendimiento de los aceites esenciales
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fue menor que el rendimiento de los productos de referencia (Bioxeda y Sporatec). Los
resultados obtenido en el presente ensayo se ven reafirmados por el estudio de estos
autores ya que del mismo modo F. oxysporum f. sp. lycopersici es controlado de manera
eficaz por el uso de aceites esenciales, consiguiendo una inhibicién de la enfermedad.

Svecovd et al., (2017) analizaron in vitro las propiedades antiftingicas del extracto de
Boerhavia diffusa L. (Nyctaginaceae) contra Phytophthora infestans y Phytophthora capsici,
agentes causales de la enfermedad del tizén tardio en tomate. El extracto utilizado tuvo un
efecto fungitdxico en P. infestans e inhibié completamente su crecimiento micelial a todas
las concentraciones probadas (0,25, 0,5 y 1%). El crecimiento del micelio de P. capsici fue
inhibido en un 90% por el extracto al 1%. Su efecto fue comparable al del fungicida sintético,
el extracto de B. diffusa se puede considerar como una alternativa ambientalmente
amigable alternativa al control quimico del tizén tardio en tomate. Este estudio corrobora
los datos obtenidos por el aceite de geranio en concentraciones similares para el control de
Phytophthora.
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CONCLUSIONES.
Ensayo in vivo.

1. El aceite de geranio se mostré eficaz para el control de Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici y Phytophthora nicotianae var. parasitica (Phytophthora parasitica)
disminuyendo la expresion de la enfermedad en un 75% y 60% respectivamente.
Solo se manifesté retraso de la enfermedad para Fusarium.

El extracto de geranio (infusién caliente) mostré la misma eficacia que el aceite
para Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, alcanzando Phytophthora parasitica
una reduccién de la expresion de la enfermedad de un 87,5% con respecto al
testigo.

El extracto de geranio (infusion fria) se mostré eficaz para el control de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y Phytophthora parasitica, disminuyendo la expresién
de la enfermedad en un 92,5% y 97,5%, respectivamente. Para ambos patdgenos
existio retraso de la enfermedad de entre 20 a 25 dias.

Todos los tratamientos empleados en el ensayo in vitro (aceite, extracto frio y
extracto caliente de geranio) se mostraron eficaces para el control de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y Phytophthora parasitica inhibiendo totalmente en

un ensayo en placas de petri tanto a altas como a bajas dosis de los compuestos.

5.2 Reflexién.

Futuras investigaciones debieran de enfocarse en la aplicacion de aceite y extractos

de geranio en otros hongos fitopatdgenos de gran impacto en la agricultura contemporanea,

consiguiendo un beneficio medio ambiental, y una soluciéon efectiva para el control de

enfermedades.
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