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ABSTRACT

In the laboratory of Fitopatology of the College of
Agricultural Sciences of the National University of Asun-
cion, four vegetable extracts: bulb of garlic (Allium sativum),
seeds of Tartago (Ricinus comunis), horse line (Equisetum
arvense), Lonlife (commercial product of seeds of citric)
and kombucha tea were evaluated for the control of
Rhizoctonia solani. The fungus was isolated from plants
of petunia (Petunia hybrid x) in Petri plates with half potato-
dextrosa-agar (PDA). The vegetable extracts and the
kombucha tea were incorporated to culture media PDA in
plates of Petri in three different dose for the control of the
fungus phytopatogenic R. solani. The results showed that
the extract of bulb of garlic at 30.000 ppm and the
kombucha tea at 200.000 ppm inhibited in 100% the
fungus growing.

REsuMEN

En el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Cien-
cias Agrarias de la UNA fueron evaluados cuatro extrac-
tos vegetales: bulbo de ajo (Allium sativum), semillas de
Tartago (Ricinus comunis), cola de caballo (Equisetum
arvense), Lonlife (producto comercial de semillas de citri-
cos) y té de kombucha para el control de Rhizoctonia
solani. El hongo fue aislado a partir de plantas enfermas
de petunia (Petunia x hibrida), en placas de Petri con
medio papa-dextrosa-agar (PDA). Los extractos vegeta-
les y el te de kombucha fueron incorporados a un medio
de cultivo PDA en placas de Petri en tres diferentes do-
sis para el control del hongo fitopatdgeno R. solani. Los
resultados mostraron que el extracto de bulbo de ajo a
30.000 ppm y el té de kombucha a 200.000 ppm inhibieron
en 100 % el crécimiento micelial del hongo.
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: |NTRODUCCION

Numerosos investigadores han reportado en los ultimos
anos el control de diversas especies de hongos
fitopatégenos con extractos vegetales. Quarles (2001),
menciona que la cola de caballo (Equisetum arvense),
posee 15 a 40 % de silica natural, sustancia que en es-
tudios de enfermedades de cucurbitaceas, como el
damping off y oidio, demostré un control eficiente.
Ferracini et al., (1990), comprobaron in vitro que el ex-
tracto etandlico de Chenopodium ambrosioides a dilu-
ciones de 1:200 y 1:1000 inhibid la germinacion de
esclerocios de Sclerotium rolfsiien un 84 a 93 % respec-
tivamente.

En investigaciones realizadas con el hongo Rhizoctonia
spp, Bolkan y Ribeiro (1981) mencionan que el extracto
de bulbo de ajo (Allium sativum) a una concentracion de
5.000 ppm produjo in vitro una inhibicion del crecimiento
micelial de 66,9 % del hongo Rhizoctonia solani. En tra-
bajo similar, Bianchi et al., (1997), demostraron que en
laboratorio el extracto de ajo a 10 mL/litro de PDA (papa-

dextrosa-agar) redujo el crecimiento de Rhizoctonia solani

en un 85 %. Otros investigadores trabajando con extrac-
to de bulbo de ajo relatan un efecto inhibidor en laborato-
rio de Rhizoctonia sp. (Stauffer etal., 1996).

Entre los componentes del ajo se cita a la alicina (Wills,
1956), aceite volatil, considerado por Bastos (1992), ci-
tando a Cavallito y Bailey (1944); Gasparim et al., (1998)
y Kyung y Lee (2001), como principal compuesto anti-
bidtico del ajo.

Wagnery Flores (1994), utilizando un compuesto llama-
do taxol, extraido de la planta ornamental Taxus brevifolia,
demostraron la eficacia de este en el control del creci-
miento de hongos como Phytophthora sp. y Rhizoctonia
solani. Los autores sefalan que el taxol es un inhibidor
de la mitosis celular.

Vargas Gonzalez (1994), manifiesta entre los ingredien-
tes del producto Lonlife, (extracto de semillas de citri-
cos), al &cido lactico, acido citrico, acido ascérbico, aci-
do palmitico, glucosa, manosa y tocoferoles. El &cido
lactico mencionado como antimicotico (Budanari, 1989),
también se encuentra presente en esta formulacion; este
componente estaria actuando en forma solitaria o
sinergisandose con los otros acidos organicos.

El té de kombucha contiene numerosos microorganismos
(levaduras y bacterias) y acidos organicos, entre los que
se menciona la presencia del acido lactico; dicho té es
caracterizado por inhibir el crecimiento de numerosos
microorganismos en su medio (Gunther, 2001).

El presente trabajo tiene como objetivo determinar el efec-
to de los extractos y el té de kombucha en el control del
crecimiento micelial de hongo Rhizoctonia solani.

MATERIALES Yy METODOS

Las pruebas de extractos y té de kombucha in vitro fue-
ron realizadas en el laboratorio de Fitopatologia del De-
partamento de Proteccion Vegetal de la Facultad de Cien-
cias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncidn,
durante el mes de febrero de 2001.

La temperatura media del laboratorio fue mantenido en
27°C y la humedad media a 70 %. Se emplearon lampa-
ras fluorescentes con fotofase de 24 horas y 350 lux de
intensidad.

Aislamiento del patégeno

El hongo R. solani fue aislado a partir de plantas de
petunia (Petunia x hibrida) con sintomas de la enferme-
dad (pudricion de la base y de las ramas laterales). El
medio de cultivo utilizado para la aislacion del patdgeno
fue PDA (papa-dextrosa-agar). Bajo camara de aislacion,
pequenos trozos de ramas enfermas fueron desinfecta-
dos con hipoclorito de sodio al 30 % durante 1 minuto e
inmediatamente lavadas 3 veces con agua destilada es-
terilizada. Luego fueron depositados en placas de Petri
con el medio (PDA), a razon de tres trozos por placa e
incubadas a 27 °C con luz fluorescente las 24 horas.
Una vez obtenido el crecimiento micelial, fue identificado
el hongo para luego realizarse repicajes en placas de
Petri con medio de cultivo PDA y para la obtencion de
cultivos puros.

Preparacion del inoculo

En una placa de Petri con medio de cultivo PDA se colo-
caron sobre la superficie de esta, discos de papel de
filtro de 5 mm de diametro.

En el centro de la placa fue colocado un pequefio disco
de PDA con micelio puro de R. solani. La placa fue colo-
cada en ambiente de 27 °C y fotoperiodo de 24 h con luz
fluorescente con una intensidad de 350 lux. Al quinto dia,
el micelio del hongo habia crecido, cubriendo totalmente
la superficie del PDA con los discos. Estos discos con
micelio del hongo fueron utilizados para la inoculacién de
las otras placas.

Preparacion de extractos y t€é de kombucha

Para la obtencion de los extractos vegetales fue utilizada
agua destilada, y para el té de kombucha, té negro (co-
mercial) con adicion de azticar blanca (sacarosa comer-
cial). Para la produccion de los extractos fue preparada
una concentracion base a partir de la cual se realizaron
las diluciones, que fueron las siguientes:

- Extracto de cola de caballo: 500 g de hojas y tallos
frescos hervidos en un litro de agua destilada durante 5
minutos.

- Extracto de ajo: 150 g de bulbo fresco licuado por 2
minutos en un litro de agua destilada y filtrado con ma-
lla de 30 mesh.

- Extracto de semillas de tartago: 2.000 g de semillas
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destilada.

- Extracto de citricos: producto comercial llamado Lonlife
20 %, cuyos componentes son el acido ascorbico, aci-
do palmitico, acido citrico, acido lactico, glucosa,
manosa y tocoferoles. (Formulado por Citrex Inc. Miami,
FLAEE-S A

- Te de kombucha: té estacionado por 15 dias con la
kombucha obtenida del laboratorio de Fitopatologia de
la F.C.A.delaU.N.A. (Gunther, 2001). La fermentacién
se realizé con un fotoperiodo de 8 horas y una intensi-
dad luminica de 350 lux.

Antibiograma
Al medio de cultivo (PDA) aun no solidificado a 45 °C,
fueron agregados los extractos vegetales de bulbo de ajo,
de cola de caballo, de semilla de tartago, semillas de
citricos y el té de kombucha a diferentes concentracio-
nes (Cuadro 1), que representa a |os tratamientos em-
pleados.

Cuadro 1. Concentraciones de extractos vegetales
y té de kombucha utilizadas in vitro en
el control de R. solani. San Lorenzo,
2001.

PRODUCTOS Concentracion 1 | Concentracién 2 | Concentracion 3

' ppm ppm ppm

Extracto de cola 100.000 50.000 30.000

de caballo

patCRRCReEnillitde | - /00 oo 300,000 200.000

tartago

il 30.000 20.000 10.000

de ajo

L e i 200,000 100.000 50.000

Extracto de semillas de

citricos (Lonlife) 8.000 6.000 5000

Una vez solidificado el medio de cultivo con los extractos
y el té en placas de Petri, fue colocado en el centro de
cada placa un disco de PDA de 5 mm de diametro con
micelio del hongo R. solani. Fue observado el crecimien-
to micelial del hongo a los 5 dias después de haber ins-
talado el experimento. Se midio el diametro de crecimiento
del hongo y se obtuvo el porcentaje de inhibicién de cre-
cimiento con respecto al testigo (medio de cultivo libre
de extractos o té).

Andlisis estadistico

Fueron evaluados 15 tratamientos con 4 repeticiones, mas
4 testigos en un disefio completamente al azar.

Los resultados finales fueron analizados estadisticamente,
realizandose un analisis de varianza y prueba F para com-
parar las medias fue empleado el test de Duncan al nivel
de 5 % de probabilidad.

ResuLtaDOS Y Discusion

Los valores medios observados se muestran en la Tabla
2, asi como los resultados de las comparaciones de las
medias.

enteras hervidas durante 10 minutos en un litro de agua

Tabla 2. Medias de crecimiento micelial de
Rhizoctonia solani obtenidas en labo-
' ratorio con diferentes extractos vegeta-
les y té de kombucha en el medio de
cultivo. San Lorenzo, 2001.
Teatumicntos Crecimiento micelial Control
(en didmetro cm)* (%)
[Testigo 9,0 a 4]
ICola de caballo a 100.000 ppm, 74 ab 18
ICola de caballo a 50.000 ppm, 7.2 ab 19
ICola de caballo a 33.000 ppm 6.9 ab 28
Lonlife a 6.000 ppm 6,3 ab 30
Lonlife a 5.000 ppm : 6,28 ab 30
Lonlife a 8.000 ppm 6,0 ab 34
[Semilla de tirtago a 400.000 ppm 4.7 abe 48
Bulbo de ajo a 10.000 ppm 4,7 abc 47
[Bulbo de ajo a 20.000 ppm 3,9 bed ST
[Té de kombucha a 50.000 ppm 30 bed 6l
ISemilla de tirtago a 300.000 ppm 3,0 bed 70
Semilla de tirtago a 200,000 ppm 2,9 bed 68
T¢ de kombucha a 100.000 ppm 0,9 cd 90
Té de kombucha a 200.000 ppm 0 d 100
Bulbo de ajo a 30.000 ppm 0 d 100

* Test de Duncan al 0,03

En el analisis de varianza de los resultados fue observa-
do que el extracto de ajo a 30.000 ppm y 20.000 ppm
(Figura 1), de semilla de tartago a 300.000 y 200.000
ppm vy el té de kombucha a 200.000 y 100.000 ppm (Fi-
gura 2), mostraron un nivel de control en el desarrollo
micelial de R. sofani diferente a los demas tratamientos
evaluados. Puede observarse también que los extractos
de bulbo de ajo a 30.000 ppm y el té de kombucha a
200.000 ppm no permitieron ningun crecimiento micelial.

Crecimiento a los 5 dias del hongo R.
solani en placa de Petri con PDA (testi-
go) y placas de Petri con PDA mas ex-
tracto de bulbo de ajo a las concentra-
ciones de 30.000, 20.000 y 10.000 ppm.
San Lorenzo, 2001.

30.000 ppm.
Figura 1.

20.000 ppm.
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50,000 ppm

LOO 000 ppm.

Crecimiento a los 5 dias de la inocula-
cion del hongo R. solani en placa de
petri con PDA (testigo) y placas de petri
con PDA mas té de kombucha a las con-
centraciones de 200.000, 100.000 y
50.000 ppm. San Lorenzo, 2001.

Figura 2.

El efecto inhibidor del extracto de bulbo de ajo sobre el
crecimiento de R. sofani, confirma las investigaciones de
Bolkan y Ribeiro (1981), quienes mencionan un control
del 66,9 % a 5.000 ppm in vitro. Asimismo, Bianchi et
al., (1997), utilizando el mismo extracto a una concen-
tracion de 10.000 ppm /n vitro, afirman un control del 85
% del crecimiento micelial del mismo hongo. Probable-
mente la alicina, de caracteristico olor fuerte, es la sus-
tancia que inhibe el crecimiento micelial de R. solanique
actua sobre varias proteinas, aminoacidos esenciales y
enzimas importantes como la xantin oxidasa, succinato
deshidrogenasa y la triosa fosfato dehidrogenasa del pa-
tégeno; oxidando o realizando uniones a los grupos
sulfidrilos, interrumpiendo el normal desarrollo del meta-
bolismo celular (Tarig y Magee, 1990).

El té de kombucha contiene numerosos microorganismos
(levaduras y bacterias) y acidos organicos, entre los que
se menciona la presencia del acido lactico y este se
encontraria en una concentracion de 0,5 a 1 % (Gunther,
2001). Este acido es conocido como un excelente agen-
te antiséptico (Budanari, 1989). En ensayos prelimina-
res utilizandose &cido lactico en concentracion al 1 % en
el medio de cultivo, demostrd una gran capacidad
inhibitoria sobre el crecimiento micelial de R. solani. Po-
siblemente el control eficiente ejercido en el laboratorio
por parte del té de kombucha, sobre el crecimiento micelial
del patégeno, fue por causa del acido lactico (actuando
en forma solitaria o sinergisado con otra sustancia).

El extracto que practicamente no manifesto ningtin efec-
to inhibidor a las dosis estudiadas, fue el de cola de ca-
ballo aunque el micelio del hongo presenté menor densi-
dad de hifas con relacién al testigo mostrando en ese
sentido un cierto control por parte del producto sobre el
hongo, desconociéndose el componente o sustancia que
estaria actuando. A pesar de esto, Quarles (2001), men-

e S LT B R ]
ciona a la cola de caballo como efectivo en el control de
damping off y Oidium sp, lo cual no coincide con estos
resultados.

El extracto de semilla de tartago mostré una eficiencia
de 50 a 70 % de control, manifestando una aceptable
calidad como agente inhibidor. Los componentes que
podrian actuar en el efecto antimicotico serian los acei-
tes, ya que el 48 % de la semilla esta compuesta de
aceites, que a su vez contienen grandes cantidades de
acidos organicos como el acido ricinoléico, acido oléico,
acido linoléico, acido dioxiestearico y acido estearico
(Fornazieri Junior, 1986).

El extracto de semillas de citricos (Lonlife) controld el
desarrollo micelial del hongo entre 21,1 a 38,9 %, siem-
pre con respecto al testigo. Probablemente la concentra-
cién del extracto de semillas de citricos deberia ser ma-
yor a las utilizadas, ya que Pimentel y Lucon (1995),
mencionan haber utilizado extracto de citricos en una
dosis de 20.000 ppm in vitro y haber reducido el creci-
miento micelial de los hongos foliares Colletotrichum,
Alternariay Mycosphaerella.

CONCLUSIONES

* El extracto de bulbo de ajo (Allium sativum) a 30.000
ppm y el té de kombucha a 200.000 ppm inhiben 100
% el crecimiento micelial de R. solani in vitro.

~K
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* E| extracto de semilla de tartago (Ricinus comunis) in
vitro en las concentraciones de 300.000 ppm y a
200.000 ppm controla A. solani en un 67 % con res-
pecto al testigo.
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