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1. RESUMEN

Las plagas y enfermedades ocasionan grandes pérdidas en la produccion agricola
tanto en sistemas extensivos como intensivos. Dentro del segundo grupo se
destacan las ocasionadas por patdgenos fungicos habitantes del suelo, cuyo
control se realiza principalmente por métodos quimicos. En el caso particular de
producciones intensivas, hasta hace relativamente poco tiempo la desinfeccion de
suelo y sustratos se realizaba utilizando bromuro de metilo. Ante las regulaciones
en contra de este biocida y en el marco de la blusqueda de estrategias de manejo
sustentables,el presente trabajo plantea el uso del aceite esencial (AE) de Thymus
vulgaris (tomillo) para el control de tres patdgenos fungicos de suelo. El objetivo,
que hizo las veces de guia del trabajo, consistio en evaluar el efecto del aceite
esencial de tomillo sobre el crecimiento y desarrollo de Fusarium solani,
Phytophthora capsici y Rhizoctonia solani. Para lo cual se evaluaron, en
condiciones in vitro, el efecto de distintas concentraciones del AE(50, 100, 150,
200, 250 y 300 ppm) sobre el crecimiento de las colonias de cada patdégeno por
separado. Se realizaron mediciones diarias del crecimiento del micelio hasta el dia
8, momento en que los testigos crecieron hasta ocupar toda la caja de Petri. Se
observd efecto fungistatico y fungicida en todos los casos pero a distintas
concentraciones. Para F. solani la inhibicion total se logré con 250 ppm de AE,
para R. solani con 200 ppm de AE y para P. capsici con 100 ppm de AE. Estos
resultados indican que el AE de tomillo podria ser una alternativa en el manejo de

patdogenos fungicos de suelo. Se plantea, asimismo, la necesidad de



realizarnuevas investigacionesin vivo en orden de determinar la eficacia del AE en

condiciones a campo.

Palabras clave: Tomillo, aceite esencial, Phytophthora capsici, Fusarium solani,

Rhizoctonia solani.

2. INTRODUCCION

2.1. Generalidades de hongos de suelo
El suelo es un sistema complejo constituido por fracciones organicas e
inorganicas, agua y organismos vivos (Hawksworth, 1991). Dentro de los
organismos vivos los hongos cumplen un rol importante en la descomposicién de
la materia organica, interactGan con bacterias, actinomicetos y pequefios
invertebrados. Ademas, cumplen un rol importante en la cadena alimenticia,
principalmente para la mesofauna del suelo (Bonkowsi et al., 2000). Por otro lado,
en los sistemas agricolas los fitopatbgenos fungicos de suelo pueden atacar a
nivel de la rizosfera, infectar tallos y partes aéreas de la planta provocando

pérdidas millonarias a nivel mundial (National Academy of Sciences, 1980).

Si bien los fitopatégenos incluyen virus, bacterias, nematodos, fitoplasmas y
viroides, los hongos constituyen el grupo de microorganismos que produce mayor
namero de enfermedades. Mas de 8.000 especies fungicas se comportan como
fitopatdgenos. Todas las plantas superiores pueden ser infectadas y dafiadas por
mas de una especie fungica y un mismo hongo, puede atacar a mas de una

especie vegetal (National Academy of Sciences, 1980).



Algunos hongos fitopatégenos son especificos y su distribucidon esta restringida,
sin embargo, otros tienen gran capacidad de adaptacion y se comportan como
cosmopolitas (Cook y Baker, 1983). Este habito depende de la naturaleza parasita

del hongo, pudiendo ser parasitos obligados, facultativos o saprofitos facultativos.

Segun FAO (2012) las plagas y enfermedades causan importantes pérdidas en la
produccion agricola, las que oscilan entre un 20 y 40% del total. En este contexto
los fitopatdgenos fungicos habitantes del suelo y sustratos cumplen un rol de gran
relevancia (Villa-Martinez et al., 2015). En los suelos agricolas es comun la
presencia de fitopatogenos de géneros como Alternaria spp., Fusarium spp.,
Rhizoctonia spp., Phytophthora spp, Colletotrichum spp., entre otros, agentes
causales de patologias que generan grandes pérdidas economicas (Gohelet
al.,2006).Estos microorganismos son habitantes naturales del suelo por lo que se
encuentran ampliamente distribuidos. En ausencia de sus hospedantes algunos
son capaces de formar estructuras de resistencia (esclerocios, clamidosporas) que
favorecen la supervivencia y otros sobreviven transitoriamente como saprofitos

(Monterroso, 2015).

Para manejar la carga de hongos patdgenos que se encuentran en el suelo y/o
sustratos el control quimico es la alternativa mas utilizada (Rubioet al., 2008).
Frente a esta situacion el excesivo empleo de agroquimicos tiene repercusiones
negativas en la salud humana (Whalen et al., 2003), resulta contraproducente para
los organismos benéficos y puede generar inconvenientes en la exportacion de

granos, frutas y verduras por la presencia de residuos (Ramirez-Legarreta y



Jacobo-Cuellar, 2002). Sumado a esto, el uso inapropiado induce resistencia de
los patégenos a los principios activos de los fungicidas (Bajwa et al., 2003).

En el caso particular de la desinfeccion de suelo y sustratos para cultivos
intensivos histéricamente se emplearon métodos fisicos o quimicos (Yuce et al.,
2011), sin embargo las nuevas medidas fitosanitarias y de buenas practicas
agricolas obligan a que se produzcan cambios en el manejo del sistema
productivo. En floricultura y horticultura, la obtencion de cultivos sanos requiere de
esta desinfeccion o al menos una reduccion de la cantidad de in6culo. Hasta hace
relativamente poco tiempo el bromuro de metilo era el principal producto que se
utilizaba con este fin, no solo por su capacidad para eliminar fitopatbgenos de
suelo, sino por su cualidad de biocida (Karavina y Mandumbu, 2012).Debido a la
dificultad en el manejo de las enfermedades producidas por patégenos de suelo
muchos productores a nivel mundial han optado por otro tipo de produccién como

el cultivo sin suelo (Resh, 1992).

Actualmente los sistemas de cultivo exigen no solo elevada produccién, sino
también elevada calidad y sustentabilidad, por ello las alternativas para desinfectar
suelo y sustratos deben ser estudiadas y practicadas en detalle. Frente a esta
situacion las alternativas naturales surgen como una posible solucion al problema.
Ademas de su capacidad antimicrobiana es destacable su caracter biodegradable,
el bajo impacto negativo en el ambiente y la minima toxicidad que puede producir
en la salud humana (Bravo et al., 2000). Sea cual fuere la estrategia de manejo, es
importante que su aplicacion sea sencilla, eficiente y de nula toxicidad en la salud

(Naeiniet al., 2010).



Con estos antecedentes, en la presente investigacion se plante6 el estudio de una
alternativa de bajo impacto ambiental para el manejo de hongos de suelo
patégenos de cultivos horticolas y floricolas a través de la aplicacion del aceite

esencial de tomillo (T. vulgaris L.).

2.1.1. Phytophthora capsici Leonian

Taxonomia (Encyclopedia of Life):

Reino: Chromista.

Filo: Oomycota.

Clase: Oomycetes.

Orden: Peronosporales.

Familia: Peronosporaceae.

Género: Phytophthora.

El nombre del género deriva del griego phyto: planta y phthora: destruccién (Erwin

y Ribeiro, 1996).

El género tiene caracter acudfilo, las zoosporas no tienen pared celular, son
uninucleadas, reniformes, moviles en medio liquido por 2 flagelos que parten del
lado concavo de la espora (Palazén y Palazén, 1989). El flagelo anterior es mas
corto y el posterior mas largo, esto permite el movimiento en liquidos por
desplazamiento helicoidales y cambios de direccién continuos. Cuando las

esporas chocan con una superficie o fuente de nutrientes se detienen y forman



una pared propia, constituyen asi los quistes, estructuras que producen la

infeccion (Erwin y Ribeiro, 1996).

P. capsici, es un patégeno de gran relevancia para distintas especies de las
familias solanaceas y cucurbitdceas (Pavon y Babadoost, 2006). La enfermedad
de mayor relevancia econdémica producida por el patéogeno es la “tristeza del
pimiento” (Garcia Morato, 1996). Si bien puede danar varias especies horticolas
como calabaza, pepino, sandia, melén, tomate y berenjena (Mendoza y Pinto,

1985) es de suma importancia en este cultivo (Garcia Morato, 1996).

P. capsici fue descrita en 1922 por Leonian como causante principal del
“‘marchitamiento” o “tristeza” del pimiento, en el sur de Estados Unidos. El
patdbgeno fue citado luego en distintos paises: en Italia en 1931, también
produciendo podredumbre en pimiento (Tucker, 1931); en Estados Unidos en
1932, sobre tallos, hojas y frutos, siendo Weber (1932) quien lo aislé. También en
1932 fue descrito en Argentina causando pérdidas de un 80% de la cosecha
(Lindquist, 1932). Posteriormente la enfermedad ha sido citada en Venezuela

(Malaguti y Pontis, 1950) y Pera (Bazan, 1958).

El término “tristeza” alude a una sintomatologia y no a un agente patdégeno
concreto (Palazén y Palazon, 1989). Los tejidos pierden turgencia y en
consecuencia ocurre un marchitamiento total o parcial, disminuye la intensidad del
color verde y hay menor desarrollo global del cultivo. Por consiguiente, la tristeza
sea cual fuere la causa, esta relacionada a un desequilibrio hidrico en la planta

(Palazén y Palazén, 1989).



Estudios realizados por Palazén (1988) han permitido determinar a los patégenos
P. capsici, Verticilllum dahliae Kleb., a la salinidad y a la asfixia radicular como
agentes responsables de la tristeza. También se asocia a un complejo de hongos
gue incluye a Fusarium y R. solani (Rico-Guerrero et al., 2001; Guerrero-Aguilar et
al., 2001). La inoculacion conjunta de los tres hongos o sélo con Phytophthora
produce la muerte en diez dias. Si s6lo se inocula con Fusarium y Rhizoctonia, la
planta tarda mas de 30 dias en morir (Gonzalez et al., 2002). Con R. solani, la
lesion en el cuello no es compacta y la epidermis se desprende, mientras que con
P. capsici, la pudricion es mas bien dura y no se descascara (Mendoza y Pinto,
1985). De esto se desprende que P. capsici y Fusarium son los principales
causantes de esta sintomatologia, y R. solani se comporta como oportunista que
se alimenta de los tejidos muertos. Una hipétesis es que P. capsici Leonian
ingresa primero a la planta y facilita la entrada de los otros dos patégenos

(Gonzalez-Chavira et al., 2002).

Cuando la enfermedad es causada por P. capsici, el ataque puede ocurrir en
cualquier etapa fenolégica, pero es critica durante la fructificacion (Garcia Morato,
1996). La infeccién sobre el hospedante comienza con una hifa infectiva que se
puede originar de un quiste que se formo6 a partir de la oospora, 0 puede surgir
directamente de la oospora o de la germinacion de un zoosporangio, el ingreso al
hospedante es a través de los estomas principalmente y/o mediante la ruptura de
la epidermis, proceso que se da por enzimas secretadas por el mismo patdgeno
(Hausbeck y Lamour, 2004). Bajo condiciones de temperatura 6ptima, desde el

momento que penetra el patbgeno hasta que se observan los primeros sintomas



pasan 2 a 3 dias (Lamour et al., 2012). La enfermedad ocurre en dos etapas, al
principio en la etapa biotrofica no se observan sintomas y posteriormente en la
etapa necrotréfica hay colapso y muerte de células. Esto determina que P. capsici
sea considerado hemibiétrofo, por lo que muchos sintomas se observan en
postcosecha (Lamour et al., 2012). Al principio el decaimiento es leve, pero en 3 a
4 dias ocurre una marchitez total. Lo tipico es que el ataque comience en el cuello
de las plantas (Garcia Morato, 1996), se manifiesta una necrosis marcada
(ChewMadinaveitiaet al., 2008) como una mancha parda y oscura tipica en la base
del hospedante que rodea el cuello de la planta e interrumpe la circulacion de la
savia. (Garcia Morato, 1996). Si se hace un corte, se observa una coloracion tipica

color café oscuro (ChewMadinaveitiaet al., 2008).

En otras ocasiones, las salpicaduras pueden transportar al hongo a ramas, hojas,
frutos inferiores, iniciando la infeccion por estos érganos (Garcia Morato, 1996).
En este caso, las ramas y hojas presentan lesiones de color verde amarillento que
evolucionan a color café, los frutos permanecen adheridos a la planta y
manifiestan manchas acuosas de color verde cubiertas por el micelio del hongo y
al abrirlo se detecta micelio sobre las semillas podridas (Velasquez y Medina,
2003). El patdogeno también puede ingresar por el sistema radicular, en este caso
cuando afecta las raices principales la planta muere y no manifiesta la
sintomatologia tipica (Garcia Morato, 1996). P. capsici también es capaz de
inducir una muerte prematura de la planta asociada a una obstruccién de los
haces vasculares (Gonzalez-Chaviraet al., 2002). La aparicion de la enfermedad a

campo suele ocurrir en areas bajas, donde se acumula agua en el terreno, muchas



veces los productores atribuyen la disminucion en el stand de plantas a la
saturacion hidrica del suelo, cuando en realidad es producto de las zoosporas que
causan la infeccién y posterior muerte de plantulas (damping off) (Gonzalez-
Chaviraet al., 2002). Situaciones adversas para el cultivo como anegamiento del
suelo e incremento de la salinidad aumentan la susceptibilidad y facilitan la

aparicion de la enfermedad (Palaz6n, 1988).

Malaguti y Pontis (1950) sefialan como rango de temperaturas mas favorables
para el desarrollo de P. capsici las comprendidas entre 22 y 29 °C. Alfaro y Vegh
(1971) concluyen que la temperatura 6ptima esta entre 21 y 31 °C, ademas
indican que a 5 °C el hongo detiene por completo su desarrollo y muere a los 0 °C.
Los autores sostienen también que a temperaturas superiores a 38°C hay una
paralizacion en el desarrollo, pero no la muerte del hongo. Schlub (1983) afirma
gue el mayor numero de infecciones se obtiene a 23 °C, siendo muy reducidas a
15y 31 °C. Por otro lado, Garcia Morato (1996) sostiene que P. capsici tiene una
temperatura base de desarrollo de 11 °C, una maxima de 35 °C y un rango 6ptimo
de 25 a 28 °C ademas indica que la velocidad de crecimiento y desarrollo es
mayor cuando la humedad es elevada. Bajo condiciones Optimas el patégeno se
caracteriza por su gran velocidad de crecimiento y su abundante esporulacion, lo

gue lo convierte en un Oomycete muy agresivo (Garcia Morato, 1996).

En cuanto a formas holomoérficas del género Phytophthora la supervivencia del
micelio y zoosporangios es baja cuando el agua es escasa Yy la humedad ambiente
baja (Schulb, 1983), todas las especies del género son pobres competidores del

suelo pero muy agresivos cuando se produce la infeccién principalmente en
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dicotiled6neas (Alexopoulus et al., 1996). Sin embargo, P. capsici forma parte de
las especies heterotalicas de Phytophthora, esto quiere decir que presenta 2 tipos
conjugados, Al y A2 (Savage et al., 1968). Cuando las cepas son compatibles el
anteridio fecunda al oogonio y se producen oosporas rodeadas de paredes
gruesas con gran capacidad de supervivencia, esto permite que la conservacion
del hongo aumente notablemente (Martin et al., 2012). Por ejemplo, utilizando
cepas compatibles se ha conseguido una persistencia de oosporas en el suelo de
6 a 10 meses (Ramirez y Romero, 1980). En otros estudios se ha observado una
supervivencia de 2 afios (Ristaino, 2003). Todas las especies del género se ubican
predominantemente en las capas superficiales del suelo, sin embargo, pueden ser
aislados a cualquier profundidad en la que exista crecimiento de raices (Weste,

1983).

P. capsici Leonian forma parte de los Phytophthora estrechamente relacionados
con el grado de saturacion hidrico del suelo, de modo tal que responde a la
saturaciéon formando zoosporangios (Duniway, 1983) ovoides a obpiriformes,
caducos o persistentes (Erwin y Ribeiro, 1996). Estos surgen a partir de los
zoosporangiéforos (Blackwell, 1943) y contienen zoosporas que desarrollan,
crecen y luego se expulsan por un poro apical para iniciar la infeccion (Garcia

Morato, 1996).

El método de diseminacién principal es el agua de riego o escorrentia (Schlub,
1983) que transporta los zoosporangios que maduran y desprenden zoosporas
(Erwin y Ribeiro, 1996). Se observa mas la enfermedad cuando el riego es por

surco que por goteo o aspersion, por ello el dafio puede generalizarse después de
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inundaciones (Garcia Morato, 1996). Se han observado plantas marchitas en
cultivos distribuidas en grupos o areas localizadas donde las plantas estaban
alineadas a lo largo del surco (Gaona, 2007). La diseminacién también puede ser
por semillas, sin embargo es menos frecuente porque los productores que sufren
ataques en sus cultivos no utilizan semillas de su produccion para implantar

nuevamente el cultivo (Leonian, 1922).

Se han indicado referencias de ataques en parcelas regadas con aguas
procedentes de zonas infectadas, mientras que parcelas vecinas, regadas con
agua de pozo, no presentaban la enfermedad (Palazon y Palazén, 1989). Schlub
(1983) sefiala como posible via de diseminacion la salpicadura de las gotas de
agua al chocar con el suelo, que puede producir una dispersion horizontal de
hasta 1 metro de radio. En Venezuela, Malaguti y Pontis (1950) indican que con
lluvias intensas se generan frecuentes ataques sobre la parte aérea de la planta,

pero con reducidas precipitaciones los ataques ocurren en la zona del cuello.

Por otro lado, los exudados radiculares producen la atraccién de las zoosporas por
guimiotaxis hacia el 4pice de las raices (Hickman, 1970). Otra teoria considera la
presencia de quimiorreceptores en la superficie de las zoosporas que incluso
orientan el tubo germinativo durante la germinacion de las esporas (Carlile, 1966).
Ansani y Matsuoka (1983) comprobaron que son necesarias 10.000 zoosporas por
planta para causar su muerte y que incorporando al suelo 16.000 zoosporas por
gramo de suelo seco se producia la muerte de todas las plantas de pimiento

trasplantadas al mismo.
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La intensidad de los dafios es mayor a medida que aumenta el indculo (Garcia
Morato, 1996), de modo que existe una relacion cuantitativa directa entre la
concentracion del hongo en el suelo y la mortalidad de las plantas (Schlub, 1983),
por eso el monocultivo aumenta los dafios. El indculo primario esta constituido por
micelio que desarrolla sobre restos vegetales y/u oosporas que presentan

variabilidad genética y mayor resistencia (Hausbeck y Lamour, 2004).

Otros factores que influyen en la aparicion de la enfermedad incluyen el exceso de
nitrogeno y calcio, mientras que el potasio reduce la probabilidad de que se
manifieste (Elenkov y Bakharieva, 1975). Ademas, el patdgeno es afectado a pH
acidos (Muchovej et al., 1980). En este caso parece ser decisiva la liberacion de

iones de aluminio cuando baja el pH (Palazén y Palazon, 1989).

En cuanto al manejo de la enfermedad, es posible prevenir, pero no curar. (Garcia
Morato, 1996). Los resultados obtenidos en prevencion resultan bastante
irregulares. Es importante que el tratamiento preventivo se realice antes de
iniciada la infeccion, especialmente del sistema radicular, para que haya buena

absorcion del producto (Garcia Morato, 1996).

Si las oosporas se forman sobre restos de cosecha, el hecho que sean
esparcidos, enterrados o eliminados de algun modo, juega un papel importante en
la disminucién del inoculo primario (Hausbeck y Lamour, 2004). En el caso
particular del pimiento la utilizacion de variedades con mejor comportamiento
frente a la enfermedad, como las de fruto grueso también ayudan a disminuir la

incidencia de la patologia (Garcia Morato, 1996).
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El agua de riego resulta un factor clave para controlar la enfermedad, de ser
posible, es recomendable suelos con buen drenaje, nivelar el terreno y formar
surcos altos para que no haya exceso de agua. Es preferible que se realicen
riegos por goteo o aspersion poco intensos y muy frecuentes (ChewMadinaveitiaet
al., 2008). Si el riego es por surco, es importante que el agua no llegue al cuello de

la planta ni pase de un surco a otro (Garcia Morato. 1996).

No repetir cultivo de pimiento (Garcia Morato, 1996). La rotacién de cultivos es
muy importante, pese a que se citan numerosos hospedantes, no hay evidencias
concretas de que realmente el patdgeno infecte otros cultivos.En parcelas con
antecedentes de la enfermedad, podran realizarse tratamientos preventivos fijando
épocas de riesgo en funcion de la evolucion de las condiciones climaticas y el

estado de desarrollo de la planta (Marmol, 2010).

La desinfeccion previa del suelo puede realizarse a base de solarizacion
aprovechando el calor natural o aplicando el método mixto de solarizacibn mas

una pequefia dosis de fumigante (Marmol, 2010).

En cuanto al control biol6gico, microorganismos autdctonos que se comporten
como antagonistas podrian ser una alternativa a los productos quimicos (Ezziyani,
2004). Varios antifungicos activos se han aislado y caracterizado (Aizawa et al.,
1982; Kim et al, 1999; Hwang et al., 2001; Rodriguez et al, 2002; Remsing et al.
2003), lo que apoya perspectivas prometedoras en el uso de por ejemplo bacterias
del género Streptomyces en el biocontrol de hongos patdgenos de plantas. Esta

demostrado que la confrontacion de S. rochei variedad o raza Ziyani con el
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patdgeno P. capsici resulta en el control del desarrollo del hongo por antibiosis,

micoparasitismo y lisis enzimética (Ezziyyaniet al., 2004).

Por otro lado, especies de Trichoderma producen metabolitos antifungicos y
enzimas hidroliticas a los que se les atribuyen cambios estructurales a nivel
celular, tales como vacuolizacion, granulacion, desintregracion del citoplasma y
lisis celular, encontrados en los organismos con los que interactia (Ezziyyaniet al.,
2004). Los mecanismos por los que las cepas del género Trichoderma desplazan
al fitopatégeno son fundamentalmente de tres tipos. Competicion directa por el
espacio o por los nutrientes (Chet e Ibar 1994; Belanger et al., 1995), produccién
de metabolitos antibidticos, ya sean de naturaleza volatil o no volatil (Sid Ahmed et
al., 2000) y parasitismo directo de determinadas especies de Trichoderma sobre

los hongos fitopatégenos (Yedidia et al., 1999).

El cuanto al control quimico, este debe iniciarse en el tratamiento de las plantulas
antes de trasplantar al lugar definitivo. El procedimiento consiste en sumergir las
raices unos minutos en una mezcla de los funguicidas captan y metalaxil (Chew
Madinaveitiaet al., 2008). También pueden realizarse aplicaciones a través del
riego por goteo al cuello de la planta (Marmol, 2010). Los mejores resultados se
han obtenido con metalaxil y etridiazol en aplicaciones localizadas al cuello de la
planta o previo a la plantacién o en el sistema de goteo (Garcia Morato, 1996). La
utilizacién excesiva de metalaxyl provocé la aparicion en algunos casos de

resistencia del patégeno (Erwin y Ribeiro, 1996).

2.1.2. Rhizoctonia solani Kuhn.
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Taxonomia (Encyclopedia of Life):
Reino: Fungi.
Filo: Basidiomycota.
Clase: Agaricomycetes.
Orden: Cantharellales.
Familia: Ceratobasidiaceae.
Género: Rhizoctonia.

La primera descripcion de una enfermedad causada por R. solani fue realizada por
Duhamel en 1728 (Duhamel, 1728). Sin embargo, el género Rhizoctonia fue
definido por Lamarck y De Candolle en 1805 (Saksena y Vaartaja, 1961). Después
de que Candolle estableciera el género se describieron numerosas especies de
Rhizoctonia hasta que en 1858 se reportd por primera vez una descripcion puntual

de R. solani Kuhn causando enfermedad en papa (Kuhn, 1858).

Este hongo esta distribuido en todo el mundo, se comporta como patdégeno de
diversos cultivos (Parmeteret al., 1969), como saprofito bajo determinadas
condiciones y algunas cepas conviven en simbiosis con orquideas (Sneh et al.,

1996; Pope y Carter, 2001).

Si bien su morfologia es sencilla, su fisiologia y caracteristicas como hongo
presentan una complejidad que dificultan la determinacion de su taxon. La
delimitacion taxonomica era aun mas complicada porque es poco comun que

forme esporas sexuales, utilizadas en la determinacion taxondmica de otras
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especies (Parmeter et al., 1969). Sin embargo, este problema se ha resuelto con
la incorporacion de caracteres que se obtienen con técnicas moleculares como
hibridacién de ADN, el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion

y la secuenciacion directa de genes, entre otros (Gonzalez Garcia, 2008).

La diferenciacion en grupos se basa en la ocurrencia o ausencia de compatibilidad
vegetativa entre los hongos (anastomosis). De este modo, quedan diferenciados
grupos anastomaosicos considerados entre ellos como poblaciones genéticamente
distintas (Ogoshi, 1987; Parmeteret al., 1969). El genotipo Unico que define cada
grupo ha sido comprobado por métodos bioquimicos y moleculares (Snehet al.,
1998), sin embargo, la evaluacién de la anastomosis es la metodologia de mayor
confiabilidad para diferenciar las cepas (Castroet al., 1983). Pese a que la
clasificacion en un grupo anastomaésico u otro depende de la compatibilidad, es
posible que especies que pertenecen a una cepa tengan la habilidad de fusionarse
con otras cepas distintas (Ogoshi, 1987; Roviraet al., 1986).Tomando como
pardmetro la anastomosis se ha dividido a R. solani en 14 Grupos Anastomaésicos
(AG), del 1 al 13 y el AG-BIl. Ademéas se diferenciaron subgrupos para definir y
justificar la diversidad morfolégica, capacidad patologica, requerimiento de tiamina
y grado de anastomosis dentro de los “tipos” de hongos que se encasillan en el
taxon R. solani (Ogoshi, 1987). Dentro de los grupos de anastomosis hay gran
variedad de comportamientos, si bien la mayoria de las cepas son patégenas, el
grupo AG3 no lo es, e inclusive se puede utilizar para control bioldgico de cepas

gue causan enfermedades, otros son patdgenos débiles como el AG5 y otras
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cepas forman asociaciones micorriticas en orquideas, de este modo queda

plasmada la complejidad que presenta la fisiologia del hongo (Sneh et al., 1998).

Las distintas cepas poseen células somaticas multinucleadas, desarrollan
esclerocios indiferenciados, no forman esporas asexuales (conidios) y las
estructuras sexuales rara vez aparecen e inclusive son dificiles de inducir
experimentalmente (Ogoshi, 1987; Parmeter y Whitney, 1970). El anamorfo es R.
solani y el teleomorfo ha sido designado como Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk para la mayoria de los grupos anastomésicos del hongo (AG) (Gonzélez-
Hernandez, 2002). Se clasifica como basidiomycete porque bajo determinadas
condiciones el teleomorfo produce basidiosporas (Tovar Castafio, 2008). Los
basidios tienen forma de barril, alojan cuatro esterigmas donde cada uno produce
basidiosporas ovoides (Agrios, 2005). La fase perfecta (Pellicularia filamentosa o
T. cucumeris) tiene el aspecto de un mildiu, desarrolla sobre el suelo, hojas y tallos
infectados ubicados por encima de la superficie del suelo (Agrios, 2005). A simple
vista las colonias del hongo comienzan siendo incoloras, algodonosas y pueden
tornarse color crema o amarillento dependiendo del grupo anastomésico (AG).
Luego, al madurar la colonia puede adquirir una coloracion marron (Ceresini,
1999). Las hifas tienen mas de 5 um (Tovar Castafio, 2008), son de color café, se
estrechan a nivel de los septos y se ramifican muy proximos a estos (Parmeter y

Whitney, 1970).

El hongo puede producir ramilletes de células cortas y anchas que funcionan como

clamidosporas o pueden desarrollar esclerocios color café negro que consisten en
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un conjunto de hifas entretejidas con una superficie dura y resistente (Domsch et

al., 1980).

R. solani es un hongo muy flexible en cuanto a comportamiento, tiene elevadas
tasas de crecimiento, capacidad para formar estructuras de resistencia, capacidad
para colonizar distintos sustratos, flexibilidad en su fisiologia y tolerancia a
cambios bruscos en el ambiente lo que la convierte en una especie fungica con
gran capacidad para sobrevivir a condiciones adversas (Gonzalez, 1989). En la
naturaleza la reproduccion del hongo es del tipo asexual y se presenta como
micelio vegetativo (Domsch et al.,, 1980). La diseminacion del hongo se realiza
mediante la lluvia, el riego, por érganos infectados y por el movimiento de
particulas de tierra. La temperatura Optima para la infeccién oscila entre 15 a 18
°C (Agrios, 2005). La diseminacion es mas efectiva cuando el suelo es humedo y
acido. Frente a condiciones adversas tiene la capacidad de comportarse como
sapréfito y logra sobrevivir por la formacién de esclerocios que a su vez se

comportan como fuente de indculo para iniciar la enfermedad (Prado et al., 2001).

Las enfermedades producidas por R. solani son favorecidas por suelos pesados,
compactados, con elevados niveles de materia organica, con problemas de
drenaje, falta de estructura y temperaturas altas en primavera y verano (mayor a
25 °C). Los exudados producidos por el tejido vegetal y por la descomposicién de
la materia organica estimulan a los esclerocios del patégeno. Desde estas
estructuras de resistencia se emite micelio que ataca la superficie externa del
hospedante, luego mediante la secrecion de enzimas extracelulares que degradan

la celulosa, la cutina y la pectina comienza el proceso infectivo (Ceresini, 1999).
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Después de este primer ataque el hongo forma apresorios que penetran las
células del hospedante y absorben sus nutrientes para continuar su crecimiento y
desarrollo (Ceresini, 1999). Producto de esto se produce la muerte celular y las
hifas comienzan a colonizar el tejido muerto pudiendo formar mas esclerocios.
Posteriormente se produce el nuevo indculo dentro o fuera del tejido hospedero y

se repiten nuevos ciclos (Ceresini, 1999).

Una vez en el hospedante el hongo coloniza el tejido intra e intercelularmente.
Ataca haces vasculares y como consecuencia rompe el abastecimiento de agua y
nutrientes.Antiguamente se lo encontraba en areas donde no se realizaba
agricultura, pero luego avanzo sobre regiones cultivadas. Tiene gran relevancia en
cultivos intensivos sobre los que puede provocar damping-off o caida de plantulas
producto de un estrangulamiento y necrosis del tallo a nivel del cuello de las
plantas. Disminuye el vigor del cultivo y de la produccién de tubérculos en el caso
puntual de la papa (Cedefio et al., 2001). En clavel induce una reducciéon del
crecimiento y la presencia de tallos y brotes delgados que luego se vuelven
cloréticos y la planta termina muriendo. En este caso, al hacer un corte del tallo se
observa un micelio de coloracién marrén en los haces vasculares (Tovar Castafio,
2008). También produce enfermedades en especies utilizadas para césped,

ornamentales perennes, arboles y arbustos (Agrios, 2005).

Si bien la especie R. solani tiene un amplio rango de posibles hospedantes y
diversidad en su comportamiento, cada cepa en particular es especifica para cada

hospedante (Carling et al., 2002).
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La sintomatologia varia de acuerdo con el cultivo, inclusive dentro de un mismo
cultivo puede variar con la fase fenoldgica en que se encuentre y las condiciones
ambientales en que se desarrolla la infeccion (Agrios, 2005). Cuando se comporta
como patdégeno causa distintos sintomas incluyendo damping-off pre y post-
emergente, quema foliar y podredumbre de raices y coronas (Sneh et al., 1998).
En suelos frios y himedos se desencadenan procesos infectivos que culminan
con la sintomatologia m&s comun de las cepas patdogenos de R. solani que
consiste en la manifestacion de un ahogamiento de las plantulas provocando la
muerte del hospedante antes o después de emerger del suelo o sustrato

dependiendo del sistema productivo (Agrios, 2005).

En el caso de la muerte en preemergencia el patdégeno invade el hospedante y
necrosa el meristema apical induciendo una muerte prematura del vegetal.
(Agrios, 2005). Si la planta emergio sin problemas, el hongo puede atacar el tallo y
generar una consistencia acuosa del mismo con baja capacidad de sostén y
blando al tacto, como consecuencia el hospedante se desploma y muere (Agrios,
2005).Cuando la plantula logra crecer y superar las adversidades de los primeros
tiempos aun puede ser infectada, de ser asi, el hongo invade tejidos corticales y
provoca lesiones necroticas algo alargadas de pigmentacion café rojizo. El tamafio
aumenta hasta rodear por completo el tallo, adquiere una coloracién oscura, se
dobla, se retuerce y culmina en la muerte de la planta. Esta sintomatologia tipica

de R. solani recibe el nombre de “tallo de alambre” (Agrios, 2005).

El mal del talluelo es otro sintoma que puede provocar la infeccion por R. solani.

Consiste en una cancrosis producida en el tallo de las plantulas en el campo o en
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almécigo. Los cancros son profundos y de coloracién café algo rojizo limitadas, o
de un tamafio mayor que puede rodear el tallo por completo. A medida que avanza
la estacion de crecimiento la temperatura aumenta y también el crecimiento del
cultivo lo que puede provocar una recuperacion parcial del hospedante (Agrios,

2005).

Otro sintoma que puede producir el hongo es la formacion de cancros oscuros y
pudriciones en la base del tallo que crecen hasta invadir tejidos lefiosos y médula,
puede avanzar por el tallo y llegar a las hojas inferiores. El resultado es la muerte
celular y aparicion de tejidos necréticos oscuros putrefactos de aspecto seco.
Ataca en simultdneo las raices del hospedante (Agrios, 2005). Cuando la
enfermedad se manifiesta durante el estadio adulto de la planta las lesiones
rojizas se presentan al principio debajo de la superficie del suelo y se extienden en
todas las direcciones aumentando el tamafio cuando la humedad es elevada y la
temperatura baja cubriendo toda la base del hospedante y gran parte de las
raices. El producto es el debilitamiento, clorosis y en gran parte de los casos,

muerte del hospedante (Agrios, 2005).

En el caso de plantas bajas como la lechuga y repollo, las hojas basales estan en
contacto con el suelo por lo que el ataque de Rhizoctonia se da facilmente y los
sintomas se observan a nivel de las nervaduras y peciolos como lesiones rojizas y
profundas. La hoja adquiere una coloracion café oscura y consistencia de
mucilago. Si la enfermedad avanza, la mayoria de las hojas terminan siendo
invadidas y podridas, con presencia de micelio y esclerocios que se alojan entre

las hojas (Agrios, 2005).
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En pastos para césped, Rhizoctonia produce la enfermedad conocida como
mancha café. En tejidos suculentos y carnosos como tubérculos, bulbos y cormos,
las pudriciones son color café, pueden presentarse solo en la superficie o ingresar
a las raices y el tallo. Después de la infeccion y necrosis de los tejidos, comienza
la descomposicion, los 6rganos se secan progresivamente y alojan numerosos
esclerocios y micelio. Frente a condiciones de elevada humedad el micelio
adquiere un color crema, blanco o café que cubre las lesiones, el tejido se va

pudriendo y también aloja esclerocios (Agrios, 2005).

El hongo causa también pudriciones en frutos, vainas, rganos que estan cerca
del suelo como pepinos, tomates, etc. Las condiciones ideales para que se
manifieste la enfermedad son alta humedad y frio. Si bien es tipica a nivel de
campo, pueden observarse pudriciones durante el transporte y almacenamiento de
los érganos cosechados e infectados por el hongo. Si bien la sintomatologia es
una pudricidbn de aspecto rojizo pardo y seca, con micelio y esclerocios como
signos tipicos, la herida causada por Rhizoctonia puede ser la entrada de
bacterias que causan pudriciones blandas produciendo una consistencia pulposa

(Agrios, 2005).

Para controlar la enfermedad es recomendable que la densidad de siembra o
plantacién sea tal que permita la circulacién de aire entre plantas y en el suelo. En
cultivos horticolas y floricolas los sustratos deben ser esterilizados con cualquier
método fisico o quimico, tienen que drenar bien y si es posible, las semillas tienen

gue sembrarse en zonas elevadas (Agrios, 2005).
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En cuanto a control biol6gico especies del género Trichoderma funcionan como
antagonistas de R. solani (Harman et al., 2004). Ademas, los hongos Gliocladium,
Laetisaria, algunas mixobacterias del suelo y neméatodos micofagos como

Aphelenchus avenae tienen la capacidad de parasitar al hongo (Agrios, 2005).

También existen cepas de R. solani que actian como controladores biolégicos
sobre otras cepas de R. solani a través del traspaso de ARN infeccioso de la cepa
portadora (hipovirulenta) a la cepa patdgena, lo cual induce una reduccion en la
capacidad para sobrevivir como también la muerte en algunos casos (Carling et

al., 2002).

El Pentacloronitrobenceno (PCNB) disminuye el ahogamiento de las plantulas en
los almacigos. Como fungicidas de contacto se emplean iprodione y clorotalonil,

como sistémicos carboxina, tradimefon y tiofanato de metilo (Agrios, 2005).

2.1.3. Fusarium solani

Taxonomia (Encyclopedia of Life):

Reino: Fungi.

Filo: Ascomycota.

Clase: Sordariomycetes.

Orden: Hypocreales.

Familia: Nectriaceae.

Género: Fusarium.
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Los hongos del género Fusarium son ascomicetes filamentosos. Se caracterizan
por presentar un micelio bien desarrollado, septado y conidioforos caracteristicos
(Sumalanet al., 2013). Segun el sistema taxonGmico se reconocen entre 9 y 78
especies del género. En todos los casos la taxonomia se basa en caracteristicas
culturales de las colonias y las esporas del hongo. Snyder y Hansen, y Messian y
Cassini reconocen nueve especies, Gordon considera 26 especies, Booth 44
especies, Wollenweber y Reinking 65 especies y Gerlach reconoce 78 (citado
porNelsonet al., 1990).

Si bien no es comun encontrar las especies del género en su fase sexual se han
observado los teleomorfos de F. avenaceum (Gibberella avenaceae), F.
graminearum (Gibberella zeae), F. moniliforme (Gibberella fujikuroi) y F. solani
(Nectria haematococca), por lo que estas especies tienen mayor posibilidad de

variacion genética (Booth, 1971).

Las especies del género Fusarium son de amplia distribucion y tienen gran
relevancia desde el punto de vista agricola. Su ocurrencia es cosmopolita y las
especies que lo componen son comunes en el suelo, en el aire y en el agua.
Algunas especies causan infecciones oportunistas en el hombre y los animales y
otras son capaces de sintetizar toxinas que afectan al hombre y los animales
(Booth, 1971). También hay benéficas y Uutiles para el control biolégico de
determinados hongos y otras se emplean como micoherbicidas por su capacidad
para destruir malezas (Nelsonet al., 1990). Por ejemplo, F. solani controla las

malezas Cucurbita texana e Hydrilla verticillata (Charudattan y De Loach, 1988).
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Las especies patogénicas del género producen enfermedades destructivas en
ornamentales, en cultivos horticolas bajo cubierta y en explotaciones extensivas
(Tjamos y Beckman, 1989), las especies de este grupo son capaces de producir
marchitez, tizones, manchas foliares y pudriciones en raices, tallos, frutos, granos
y semillas de cualquiera de estos cultivos (Maet al., 2013; Nelsonet al., 1990). En
el caso particular de F. solani y algunas formas especiales de F. oxysporum no se
producen marchiteces vasculares, sino solo pudricion de semillas y plantulas,

raices, tallos inferiores, cormos, bulbos, entre otros (Agrios, 2005).

Los ataques del hongo generalmente inician con una colonizacién de las hifas en
el tejido vascular de raices y tallo, luego los conidios se transportan por la planta a
través de la corriente transpiratoria. Inicialmente se manifiesta una clorosis y se
distorsionan las hojas bajas. Ocurre una marchitez y se presenta una decoloracién
vascular y necrosis de los tallos. A medida que el patégeno avanza progresa la
enfermedad culminando con la muerte del hospedante. El dafio que generan en el
huésped por lo comun es de caracter irreversible provocando pérdidas

econdémicas de gran relevancia (Garciaet al., 2007).

Para que la infeccidon resulte exitosa se requiere la adhesion del patégeno a la
superficie del hospedante, luego debe ocurrir una descomposicion enzimatica de
las barreras fisicas que opone la planta, el patégeno tiene que defenderse de los
compuestos antifungicos del hospedante, y por ultimo el hongo debe inducir la
muerte de las células del huésped a través de la secrecién de micotoxinas (Agrios,

2005).
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Fusarium se caracteriza no solo por inactivar las sustancias toxicas de su
hospedante sino también por producir toxinas que aumentan su virulencia.
Algunas como eniatinas y acido fusérico son toxicas para los vegetales, mientras
que las micotoxinas como tricotecenos y fumonisinas son toxicas para los
animales (Agrios, 2005). Los efectos van desde carcinogénicos, teratogénicos,
citotéxicos, neurotdxicos, nefrotoxicos, hasta inmuno-supresores y estrogénicos
(Wagacha y Muthomi, 2007).

Las especies del género Fusarium tienen la capacidad para sobrevivir como
micelio en ausencia del hospedante y puede iniciar la infeccidén en las raices, en
partes de la planta por encima del suelo o a través del aire o el agua (Maet al.,
2013).

F. oxysporum, F. culmorum y F. solani son algunos de los principales
fitopatbgenos del género, agentes causales de patologias en cereales,
ornamentales y hortalizas (Giraud et al., 2002). F. oxysporum y F. solani han sido
reportadas como principales agentes de marchitez en Chile y México desde 1967
junto a géneros como Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., Phytium spp., entre
otros, formando un grupo fitopatogénico que en condiciones favorables provoca
pérdidas econOmicas devastadoras del 60 al 100% de la superficie cultivada

(Rivera, 2009).

F. solani (Mart.) Sacc. (Teleomorfo: Nectria haematococca Berk. Y Br.) es un
fitopatdgeno causante de enfermedades en cultivos de interés como especies del
género Cucurbita, soja, poroto, papa, entre otros (Luginbuhl, 2010). El patégeno

fue descripto en un principio por Von Martius en 1842 como Fusisporium solani a



27

partir de un aislamiento de papa (Solanum tuberosum). Posteriormente la especie
fue modificada al género Fusarium por el micélogo italiano Piers A. Saccardo en
1881. Luego, Snyder y Hansen en 1941 nombraron F. solani a un complejo
conjunto de hongos compuesto por numerosas subespecies (Desjardines, 2006).
Las formas especiales estan limitadas a familias especificas, por ejemplo: F. solani
f.sp.pisi afecta a la arveja, F. solani f.sp.fabae a vicia spp, F. solani f.sp.phaseoli al
poroto, F. solani f.sp.cucurbitae a las cucurbitdceas (Luginbuhl, 2010). Es de
destacar que las especies hospedantes forman parte de familias poco
emparentadas incluyendo hortalizas, flores, especies de césped, cultivos mayores

y malezas (Agrios, 2005).

Las colonias de F. solani son de rapido crecimiento y presentan una coloracion
crema a durazno con tintes purpura (Sanabria et al., 2002). En Agar Papa
Dextrosa produce abundante micelio color blanco crema (Luginbuhl, 2010). En
general solo genera esporas asexuales, aunque bajo ciertas condiciones se
produce una fase peritecial identificada como Nectria haematococca. El patdégeno
posee esporodoquio. Los micro y macroconidios se forman en conidiéforos largos
ramificados o no y estan constituidos por 3 a 9 células (Agrios, 2005). Son de facil
diseminacién por el viento, maquinaria, agua, etc. (Agrios, 2005). Crece en el
suelo, donde se comporta como saprofito sobre residuos de especies
hospedantes. También desarrollan de manera saprofitica en la rizésfera del
hospedante antes de invadirlo. Se disemina a través de esporas y trozos de
micelio (Sanabria et al., 2002). Se caracteriza por formar clamidosporas como

estructuras de resistencia con forma redonda a oval de pared gruesa lisa o
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levemente rugosa, en pares terminales o intercaladas constituidas por una o dos
células (Agrios, 2005). Debido a esto, es una especie que persiste mucho tiempo
en el suelo, siendo necesarias rotaciones largas de 5 a 6 afios como minimo para
disminuir significativamente el in6culo. Los exudados de la rizésfera estimulan su

germinacion, sea la especie hospedante o no (Sanabria et al., 2002).

En cuanto al manejo, este incluye la esterilizacion del suelo en invernaculos por
solarizacién, utilizacion de vapor de agua caliente, o cualquier otro método junto
con la utilizacion de materiales de propagacion sanos. Sin embargo, debido a su
facil diseminacién es necesaria una fumigacion con Captafol después de realizar
la esterilizacion. La roturacion del suelo a 25-30 cm previa siembra, también
disminuye la incidencia, asi como la rotacidén con cultivos no hospedantes. Deben
utilizarse variedades con buen comportamiento frente a la enfermedad vy
materiales de propagacion sanos tratados o no con fungicidas como por ejemplo
Benomyl. Otra practica de control es la incorporacion de residuos de cebada o
lechuga que favorecen el desarrollo de numerosos hongos y bacterias antagénicos

a Fusarium, asi como la utilizacion de micorrizas (Agrios, 2005).

2.2. La planta de tomillo

El tomillo (Thymus vulgaris L.) es un subarbusto perenne perteneciente a la familia
Lamiaceae (Souza Prestes et al., 2015). Es una especie perteneciente al grupo de

las plantas aromaticas, de aspecto compacto, con humerosas ramas y altura de 30
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cm de alto por 30 cm de ancho, pudiendo alcanzar un maximo de 50 cm en zonas
protegidas (Figura 1). El tomillo es una especie aromatica rica en aceites
esenciales utilizada principalmente en medicina tradicional y como condimento
(Rojas Armaset al., 2015). Las plantas poseen tallos algo decumbentes, con
aspecto pardo a blanco algo aterciopelado, sus hojas de 4 a 8 mm son lineales a
lanceoladas, sentadas, opuestas y algo blanquecinas en el enves (Gil, 2002).Las
flores son rosadas a blancas dispuestas en una inflorescencia espiciforme,
acabezuelada o con verticilastros mas o menos distantes, junto con las hojas son

los 6rganos que acumulan aceites esenciales (Zekaria, 2008).
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Figura 1. Aspecto de un ejemplar joven de tomillo. Foto: L. R. Casacchia.

El centro de origen de la especie es la region del mediterraneo occidental,
creciendo naturalmente en zonas de clima seco y elevada heliofania. Favorecen
su cultivo los suelos calizos y arcillosos, es una especie rastica que puede
desarrollar y crecer sin inconvenientes a altitudes de 0 a 2000 msnm, resiste las
heladas, pero disminuye el crecimiento vegetativo cuando las temperaturas son
bajas, también resiste temperaturas elevadas y sol directo por las ceras que
recubren las hojas. Pese a su sencillo cultivo, no soporta el encharcamiento y el
exceso de humedad ambiental (Solis Campoverde, 2011). Puede reproducirse por
semillas o multiplicarse por esquejes (Latorre, 1999). Bajo determinadas
situaciones puede sufrir el ataque de nematodos, principalmente Meloidogyne

hapla (Gutiérrez, 1996).



31

En esta especie una leve defoliacién y el amarilleo después de la floracién son
fendmenos naturales, que no deben confundirse con enfermedades (Gutiérrez,

1996).

El tomillo posee propiedades terapéuticas y antifiUngicas atribuidas a sustancias
aisladas de la porcién aérea de la planta (Lizcano Gonzéalez, 2007). Actualmente
se cultivan 7 quimiotipos, clasificados en funcion del compuesto presente en
mayor proporcién (Fonnegra y Jiménez, 2006). Las ramas contienen flavonoides,
derivados del apigenol y del luteolol; acidos fenolitos, caféico, rosmarinico,
clorogénico, acidos tripénicos, ursolico y oleanoico; saponinas y contiene también
minerales. El aceite esencial estd compuesto por carvacrol y timol en porcentajes
del 20 a 70% segun razas; también contiene p-cimeno, terpinenos, linalol, borneol

y Sus ésteres aceéticos, cifiel, geraniol, cariofileno.

2.3. Aceites esenciales

A diferencia de otros organismos las plantas tienen la capacidad de sintetizar
sustancias organicas que no cumplen una funcion directa en el metabolismo
primario, sino que forman parte del metabolismo secundario (Garcia y Pérez Urria-
Carril, 2009). Los metabolitos secundarios o también llamados productos naturales
se hallan en pequefias cantidades y pueden ser especificos de determinada
familia, especie o variedad vegetal (Garcia y PerezUrria-Carril, 2009). Algunos
funcionan como pigmentos, otros como atrayentes, forman parte del sistema de
defensa natural de las plantas, o como intermediarios metabdlicos (Soto-

Mendivilet al., 2006). Sin embargo, gran parte de ellos cumplen funciones
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desconocidas. No obstante, se utilizan en la industria quimica, alimenticia,

cosmética y/o medicinal (Garcia y Perez Urria-Carril, 2009).

Dentro del grupo de metabolitos secundarios se destacan los aceites esenciales
(Martinez, 2003). Se ha planteado como hipétesis que actlan como agentes
alelopaticos que inhiben la germinacion de otras especies, que atraen
polinizadores y que a su vez, cumplen funciones de proteccidén de la especie que
los sintetiza contra insectos y hongos (Solis Campoverde, 2011). Este grupo de
compuestos definidos como aceites esenciales solo se encuentran en las plantas
superiores, mas especificamente en 1750 especies aromaticas incluidas en 60

familias botanicas (Solis Campoverde, 2011).

El aceite esencial corresponde a la fraccion obtenida por destilacion o expresion,
en el caso de que se utilicen sustancias de extraccion el producto se denomina

extracto vegetal (Archila Calderén, 2008).

Se clasifican segun consistencia, origen y naturaleza quimica. Para el primer caso
hay esencias fluidas (liquidos volatiles a temperatura ambiente), balsamos
(consistencia mas espesa, poco volatiles) y oleorresinas (liquidos muy viscosos o
sustancias semisdlidas). Segun el origen los aceites esenciales son naturales,
pero también hay esencias artificiales y sintéticas. Por otra parte, quimicamente se
clasifican en monoterpenoides, sesquiterpenoides y fenilpropanoides,
dependiendo de la naturaleza de los componentes que predominan (Martinez,

2003).
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Los aceites esenciales son una mezcla compleja que puede almacenarse en las
vacuolas de la célula, surgen como producto de la hidrdlisis de glucésidos,
formados por el protoplasma o por descomposicion de la capa resinosa de la
pared celular (Archila Calderon, 2008). Pueden tener hasta mas de 200
componentes, agrupados en 2 fracciones; una volatil (90 a 95% del total)
constituida por compuestos alifaticos, hidrocarburos y analogos oxigenados de
bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, &cidos),
monoterpenos, monoterpenoides, sesquiterpenos y sesquiterpenoides; y otra
fraccion no volétil, que constituye el 5-10% del aceite y agrupa acidos grasos,
colorantes, cumarinas, psoralenos, esteroles y flavonoides (Archila Calderdn,
2008). Se caracterizan por ser inestables ante la luz, el oxigeno, ante agentes
oxidantes y reductores, a pH extremos y a trazas de metales que catalizan la
descomposicion (Archila Calderon, 2008). Son solubles en solventes no polares
aumentando esta propiedad con la cantidad de monoterpenos que lo compongan;
ademas, tienen alta solubilidad en etanol, lo que facilita la manipulacion en la

industria cosmética y farmacéutica (Archila Calderon, 2008).

Este grupo de compuestos varia cuantitativa y cualitativamente no solo con la
genética de la especie vegetal, sino también por la localizaciébn geogréfica, las
condiciones climaticas y el ambiente donde se esté cultivando (Vokou et al., 1993).
Ademas, se han informado fluctuaciones en la composicion del aceite de acuerdo

a la época del afio, siendo mayor en el verano (Soto-Mendivilet al., 2006).
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Es importante destacar que si bien intervienen muchos factores en la cantidad y
calidad de aceite que se sintetiza, los rendimientos son muy bajos, llegando en

casos extremos a 3% de esencia en estado seco (Solis Campoverde, 2011).

El origen natural convierte a los aceites esenciales en productos mas seguros para
el ser humano, asi como también para el medio ambiente (Lépez, 2006). Otro
factor que los posiciona como una alternativa de manejo de los cultivos es el bajo
riesgo que presentan los microorganismos blanco de su accién para desarrollar
resistencia, esto podria atribuirse a la gran cantidad de puntos de accién, producto

de la complejidad en la composicion del aceite (Lépez, 2006).

En el caso particular del T. vulgaris, el aceite esencial esta compuesto
principalmente por fenoles monoterpénicos, como timol, carvacrol, p-cimeno,
gammaterpineno, limoneno, borneol, linalol (Solis Campoverde, 2011). Es posible
atribuir sus propiedades antimicrobianas a los compuestos monoterpénicos
fendlicos carvacrol y timol (Lopez, 2006). Sin embargo, en algunos casos la
capacidad de inhibir microorganismos del timol puede ser eliminada por la
complejidad en la composicion de los aceites esenciales (Parish y Davidson,
1993). Ademés del tomillo, el carvacrol y timol son los monoterpenos que
caracterizan especies de familia Lamiaceae, dentro de los cuales también se
encuentra el orégano que posee propiedades antifiUngicas similares a las del

tomillo (Vokou et al., 1993).

De esta manera, los aceites esenciales surgen como una alternativa natural para
la proteccion de los cultivos frente a problemas sanitarios que podrian

presentarse, se podrian utilizar de manera preventiva o curativa (Solis
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Campoverde, 2011). Asi, debido a sus propiedades y principios activos, aumentan
su participacion en medicina, cosmetologia, industria farmacéutica, biotecnologia y
actualmente con aplicacion en la agricultura ecolégica (Fonnegra y Jiménez,
2006). Es muy probable que de los aceites esenciales puedan aislarse moléculas
novedosas y eficaces para ser usadas como antimicéticos (Lizcano Gonzélez,

2007).

2.4. Normativa acerca de la utilizacion de agroquimicos. Situacién actual del

Bromuro de metilo.

En Argentina, a través de la ley N°3489 promulgada en el afio 1958 se establecid
que los agroquimicos deben figurar en el Registro de Terapéutica Vegetal antes
de ser comercializados en el pais (Ministerio de Agricultura, 1958). En la
actualidad, para ser comercializado debe ser demostrado que el plaguicida no

produce riesgos para la salud.

En relacién a la utilizacion de biocidas, la Convencion de Viena para la Proteccion
de la Capa de Ozono disefio un protocolo (Protocolo de Montreal) en el afio 1987,
en el cual se establecio la prohibicion de la produccién y consumo de ciertas
sustancias nocivas para la capa de ozono, dentro de las cuales se incluye el
bromuro de metilo. El protocolo entré en vigencia en el afio 1989, y en 1990 se
aprobo en Argentina mediante la ley 23.778. Dos afios mas tarde mediante la ley
24.418 se incorpora el Bromuro de Metilo como sustancia controlada.
Posteriormente en 1996 se crea la oficina OPROZ para eliminar las sustancias

gue agoten la capa de ozono. Ese mismo afio se determina que el SENASA
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tendra competencia para registrar, autorizar o prohibir agroquimicos (SENASA,

1996).

Si bien el Bromuro de Metilo se habia inscripto en el Registro de Terapéutica
Vegetal, se comprob6é que solo en las camaras de fumigaciones el riesgo era
aceptable. Motivo por el cual se aprob6 su utilizacion en las camaras para

tratamientos cuarentenarios (SENASA, 1996).

En la Convencién de Proteccion Fitosanitaria del afio 2003, se dispuso reducir al
minimo el empleo de Bromuro de Metilo e incrementar medidas fitosanitarias

alternativas (SENASA, 2003).

En la 102 Reunion del Protocolo de Montreal se establecié que los paises
desarrollados reduzcan gradualmente el uso de bromuro de metilo hasta llegar a
su eliminacién total en el afio 2005, mientras que para los paises en desarrollo se

impuso una eliminacion total para el afio 2015 (Tierney, 2000).

En el afio 2006, en Argentina se prohibe la utilizacion de formulaciones que
contengan mas del 70% de la sustancia activa de Bromuro de metilo. El SENASA
“cancela la autorizacion para el uso al cien por ciento en tratamiento de suelos y
sustratos. Aquellos que tengan stock deberan notificarlo al SENASA en caracter

de declaracion jurada” (SENASA, 2006).

Actualmente el anexo E grupo | del protocolo de Montreal especifica que el

Metilbromuro esta prohibido (SENASA, 2006).

El bromuro de metilo es un biocida utilizado para esterilizar sustratos y suelos por

su amplio espectro de accion. Su naturaleza gaseosa permite una eficiente
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circulacioén por los poros de aire del sustrato ademas de su excelente penetracion
en el perfil del suelo y/o sustrato, inclusive cuando la humedad y temperatura del
sustrato son elevadas. Sin embargo, mas del 50% llegando a valores del 95% en
algunos casos, es liberado a la atmésfera, de este modo los atomos de bromo
llegan a la estratdsfera y reaccionan con el ozono reduciendo su contenido en la
atmosfera y generando un agujero que permite el ingreso de rayos ultravioleta a la
superficie terrestre, poniendo en riesgo la salud humana y ambiental (Thomas,
1997). En la busqueda de alternativas se llevan a cabo numerosas
investigaciones, teniendo en cuenta que no existe un unico sustituto del bromuro
de metilo por la diversidad de patégenos, cultivos y zonas (Slooteen, 1997). Las
investigaciones persiguen el objetivo de alcanzar alternativas eficaces, que no
dafien el ambiente y que sean convenientes econémicamente (Mehmet, 2003).
Entre las alternativas se incluyen: la utilizacién de hongos y bacterias antagonistas
a los patégenos (Inbar et al., 1994), préacticas fisicas como la solarizacion (Hartzet
al., 1993), culturales como la rotacion de cultivos, el empleo de otros esterilizantes
de menor impacto ambiental como el yoduro de metilo o iodometano (Zheng et al,
2003), propargil bromuro o bromopropino, cloropicrina (Gullinoet al., 2002), 1,3-
dicloropropeno, dazomet o metham sodio y bromonitrometano (Schneider et al.,
2003), alternativas quimicas no convencionales como el empleo de perdxido de
hidrogeno (Chapman, 1998; Baldry, 1982) y/o el acido peracético (Kitis, 2004),asi
como también el reciclado y sistemas de colecta del bromuro de metilo (Chitwoody

Deshusses, 2001).
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Por otro lado, la descomposicion de residuos organicos, conocida como
biofumigacion, genera sustancias volatiles que tienen efectos fungicida,
bactericida e insecticida (Kirkegaard et al., 1993; Bello, 1998). Antiguamente se
aplicaba solo a la emisién de isotiocianatos por descomposicion de brasicaceas,
pero en la actualidad el concepto de biofumigacion considera todas las materias
organicas y los residuos agroindustriales (Kirkegaard et al., 1993; Matthiesen y
Kirkegaard, 1993; Angus et al., 1994). La biofumigacion no excluye a la
solarizacion, que podrian considerarse en conjunto para incrementar la eficacia del

proceso de esterilizacién del sustrato (Bello et al., 2000).

A pesar de todas las alternativas, ninguna ha sido tan efectiva como el bromuro de
metilo (Himelrick y Dozier, 2003; Shaw y Larson, 1999). Los rendimientos de
numerosos cultivos han demostrado ser mayores cuando el suelo es tratado
previamente al establecimiento de las plantas con bromuro de metilo y
cloropicrina, incluso en ausencia de microorganismos letales al momento de
aplicacion. Esto podria ser atribuido al vacio biolégico que genera el biocida,
eliminando microorganismos con efectos subletales o restrictivos en el desarrollo y

crecimiento del cultivo (Benavides-Mendoza et al., 2004).

2.5. Problema de investigacion.

La demanda actual de alimentos de origen vegetal y animal se inclina por
productos obtenidos en sistemas de produccion que privilegian la utilizacion
reducida de agroquimicos, con el propésito de acercarse a los alimentos que los

consumidores perciben como “naturales” (Blanco-Padilla et al, 2014). A esta
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demanda se suman, ademas, el alto costo de los agroquimicos y el desarrollo de

resistencia por parte de distintos patégenos fangicos.

La situacion descrita ha estimulado el desarrollo de investigaciones dirigidas a la
busqueda de nuevos principios activos biodegradables, que tengan un menor
impacto ambiental negativo y que sean igual o mas eficaces y eficientes que un
producto de origen sintético (Quintero et al., 2001). Estas investigaciones se han
enfocado en el estudio de principios activos contenidos en aceites esenciales y

extractos vegetales.

La utilizacion empirica de aceites y extractos vegetales para el control de distintos
patbgenos es una practica muy antigua (Lizcano Gonzélez, 2007). En la ultima
década, a raiz de la tendencia mundial hacia los alimentos “naturales” se
intensificaron las investigaciones sobre aceites esenciales y otras alternativas

poco nocivas para el medio ambiente y salud humana (Archila Calderén, 2008).

En la actualidad se conocen numerosas sustancias extraidas de las plantas que
tienen efecto antifngico contra poblaciones de fitopatdgenos sin producir
contaminacion de los recursos agua y suelo (Lizcano Gonzalez, 2007). Existen
entre 250 a 500.000 especies vegetales de las que al menos un 10% ha sido

estudiada en aspectos quimicos y propiedades bioldgicas (Pifiol, 2001).

Al igual que sucede con los compuestos antimicrobianos de origen sintético, en el
caso de aceites y extractos vegetales es Uutil la determinacion de las
Concentraciones Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Fungicida o

Bactericida (CMF o CMB). La primera detiene el crecimiento y desarrollo del
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microorganismo (efecto bacteriostatico y/o fungistatico) pero se reanuda cuando la
sustancia inhibitoria es eliminada del medio, mientras que la segunda elimina al
hongo o bacteria sin que se reanude el crecimiento cuando la sustancia inhibitoria

es removida (Solis Campoverde, 2011).

2.6. Antecedentes acerca de la utilizacion de plantas y sus productos con
efecto antifungico.

Muchas plantas han sido aceptadas para uso antifingico porque en su analisis
quimico y evaluacion farmacoldgica han demostrado que contienen un principio
activo que les confiere esta propiedad (Zapata et al, 2003). Existen, asimismo,
numerosos antecedentes acerca del caracter antimicrobiano que tienen los aceites
esenciales, de su capacidad para controlar enfermedades en poscosecha, y su
inocuidad hacia el ambiente y los consumidores (Wilsonet al., 1997; Gogoiet al.,

1997; Pitarokiliet al., 1999; Meepagalaet al., 2002).

Distintos aceites esenciales extraidos de plantas aromaticas han mostrado
capacidad fungicida in vitro contra Fusarium spp (Ferndndez y Vega, 2001).
También Aspergillus flavus y A. parasiticus fueron inhibidos por aceites esenciales
con elevado contenido de eugenol, carvacrol y timol (canela, clavo y tomillo

respectivamente) (Jayashree y Subramanyam, 1999; Soliman y Badeaa, 2002).

Los aceites esenciales de Ocotea quixos (Lam.) Kostermy Piper aduncum L.
también han mostrado actividad antifangica (Bruni et al., 2004; Guerrini et al.,
2009). Para O. quixos la concentracion de 500 ppm inhibié en un 95% a F. solani y
a Phytophthora sp. (Scalvenziet al., 2016). Para Phytophthora sp la inhibicion fue

de 80% utilizando 50 ppm, y se inhibié 100% para 100, 200 y 500 ppm (Scalvenziet
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al., 2016).P. aduncum a 500 ppm inhibié a F. solani en un 94% y a Phytophthora sp

en un 91% (Scalvenziet al., 2016).

Por otro lado, ensayos realizados por LOpez (2006) mostraron que el aceite
esencial de Origanum vulgare (orégano) inhibe el crecimiento de F. verticilloides
bajo condiciones in vitro. Lépez observo, ademas, que el comportamiento
inhibitorio fue dosis dependiente con respuesta lineal para las concentraciones
utilizadas. Daferera et al. (2003) mostraron el efecto inhibitorio que tienen los
aceites esenciales sobre los microorganismos Botrytis cinerea, F. solani, F.
sulphurem y Clavibacter michiganensis, y comprobaron, también, que el aceite
esencial de O. vulgare es rico en timol (60%) y que inhibe el crecimiento y
desarrollo de B. cinerea cuando se utilizan concentraciones de 200 ppm y a
patdgenos del género Fusarium spp con una concentracion de 150 ppm. Estos
resultados fueron obtenidos utilizando agar papa dextrosa como medio de cultivo.
Por otro lado, utilizando aceite esencial de O. vulgare y agar extracto harina de
maiz como sustrato, Velluti et al. (2003) obtuvieron una CMI de 1000 ppm sobre F.
verticilloides, F. proliferatum y F. graminearum, en este caso el componente del
aceite esencial en mayor proporcion (70%) fue el carvacrol. Sobre F. proliferatum
solo tuvieron capacidad inhibitoria los aceites esenciales con elevada proporcién
de terpenos fendlicos. La reactividad de los grupos hidroxifendlicos de distintos
aceites esenciales se observé a través de la formacion de puentes de hidrogeno
con sitios activos de determinadas enzimas (Farag et al., 1989). Nychas (1995)
demostré que el extracto de O. vulgare destruye la capacidad selectiva de las

membranas citoplasmaticas. A este sitio de accién se suma la capacidad de inhibir
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enzimas fungicas y microbianas (Lopez, 2006). Dhingra et al. (2004) demostraron
que el aceite esencial de mostaza tuvo efecto inhibitorio en el control de damping

off en poroto causado por R. solani.

Por otra parte, en ensayos realizados en condiciones de laboratorio se determind
el efecto fungicida de los extractos vegetales sobre microorganismos
fitopatdgenos (Rodriguez et al., 1999; Bautista et al., 1998; Mercado y Rosado,
1986; Deans y Svoboda, 1990; Qasem y Abu-Blan, 1996). El efecto fungicida
también fue determinado a través de ensayos realizados en invernadero
(Gonzalez y Guevara, 1990; Bergeron et al., 1995; Lomeli y Ochoa, 1999), y a
campo (Frayre et al., 1996; Salazar et al., 1990; Montes et al., 1990; Insunza y
Valenzuela, 1995; Cruz et al., 1999). En los estudios citados se determing,
ademas, que el carvacrol y el timol son los principales componentes que causan la

inhibicién o inactivacion de los microorganismos blanco (Eklund, 1989).

En el caso particular del tomillo, numerosos estudios demuestran el efecto
fungicida que tienen los componentes del aceite esencial. Pérez-Sanchez et al.
(2007) obtuvieron resultados fungitoxicos de aceites esenciales obtenidos de 6
poblaciones de Thymus zygis sobre cultivos de R. solani, F. oxysporum vy
Colletotrichum acutatum. Bravo-Luna et al. (1998) observaron que el aceite
esencial de T. vulgaris a dosis de 10.000 y 7.500 ppm inhibié el crecimiento

micelial de F. moniliforme.

Mientras que en el caso de Fusarium aislado de papaya, el aldehido cinamico,

carvacrol y timol, inhibieron el crecimiento micelial del hongo en la totalidad de las
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dosis evaluadas (100, 150, 200, 250, 300 ppm) (Barrera Necha y Garcia Barrera,

2008).

Soliman y Badeaa (2002) reportaron que los aceites de tomillo y canela, en una
concentracion de 500 ppm, inhibieron totalmente el desarrollo micelial de hongos
fitopatdgenos. Rasooli y Owlia (2005) demostraron que el crecimiento y
produccion de aflatoxinas de A. parasiticus fueron totalmente inhibidos por el

aceite esencial de tomillo.

Sobre Fusarium sp el mejor efecto antifingico fue observado con el aceite de T.
vulgaris, que inhibié totalmente el crecimiento del hongo cuando se utilizaron
concentraciones de 200, 250 y 300 ppm. También sobre Fusarium, el efecto
antifangico fue dependiente de la dosis cuando se utilizaron los aceites de
Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum y Teloxys ambrosioides; y
resulté nulo cuando se utilizaron los aceites de Allium sativum, Citrus aurantifolia,
Ruta chalepensis, Mentha piperita y Eucalyptus globulus (Barrera Necha y Garcia

Barrera, 2008).

En cuanto a la composicion del aceite, estudios realizados con tomillos de
diferente origen geogréafico mostraron que los componentes mayoritarios carvacrol
y timol suman 50 a 90% del total, y como secundarios se destacan p-cimeno y
terpineno (Vokou et al, 1993; Daferera et al, 2003). Las hojas de orégano también
son ricas en carvacrol y timol, por lo que esta especie también tiene propiedades
antimicrobianas (Kagale et al., 2004). Son estos componentes los que confieren

caracteristicas antimicrobianas al aceite de tomillo, parece ser que actuan sobre la
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membrana plasmaética del organismo diana induciendo pérdida de la capacidad

selectiva (Solis Campoverde, 2011).

Carvacrol y timol evaluados por separado a 40 y 50 ppm inhibieron un 100% el
crecimiento de Penicillium digitatum. A 40 ppm inhibieron un 95% el crecimiento
de Penicillium italicum y a 50 ppm la inhibicion fue total. Mientras que la
esporulacion fue inhibida en un 100% para ambos patogenos a 40 y 50 ppm de
carvacrol y timol, también evaluados por separado (Velasquez et al., 2014).
Sumado a estos monoterpenos el y-terpineno y p-cimeno contribuyen al efecto
antifangico del AE de tomillo por funcionar como precursores bioquimicos de timol

y carvacrol (Lazar et al., 2010; Mehra et al., 2013).

A pesar de las evidencias, la mayoria de los ensayos se han realizadoin vitro, es
por ello que dificilmente son reconocidas las ventajas que los aceites esenciales
tienen sobre los productos de sintesis (Lizcano Gonzalez, 2007). Sin embargo, los
AEs no dejan de posicionarse como una alternativa para el control de
microrganismos patégenos (Baser y Buchbauer, 2010; Sanchez-Lednet al., 2015).
A su vez, podrian cumplir el rol de ser materia prima para la fabricacion de nuevos

agroquimicos con la ventaja de ser biodegradables (Cheng et al., 2009).

2.7. Objetivo

General

Evaluar el efecto del aceite esencial de tomillo (T. vulgaris) sobre el crecimiento y

desarrollo deFusarium solani, Phytophthora capsici y R. solani.
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2.8. Hipotesis
El aceite esencial de tomillo (T. vulgaris) es efectivo en la reduccién del
crecimiento de las colonias de los hongos fitopatégenos de suelo: F. solani, P.

capsici y R. solani.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Aceite esencial (AE) de tomillo.

El aceite esencial de tomillo (T. vulgaris) se obtuvo a partir de plantas sanas
cultivadas a campo, sin utilizacién de agroquimicos, en la provincia de Cordoba.
La destilacion por arrastre de vapor se realiz6 en La Plata en la empresa Esencias
del Bosque a cargo del Ingeniero Agronomo Dario Crottogini. El rendimiento en

aceite esencial fue 2% del peso seco.

El aceite esencial fue analizado cuantitativa y cualitativamente en el laboratorio de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires (UBA) a
cargo de la Dra. Daiana Retta. Los analisis realizados permitieron determinar el

tipo especifico de aceite utilizado.

3.2 Hongos patégenos de suelo.

Enlas pruebas de inhibicion se utilizaron tres aislamientos de hongos patégenos
de suelo: i) R. solani, aislado a partir de un sustrato constituido por tierra negra
(60%), residuos animales y vegetales (30%) y corteza de pino compostada (10%)
en el que se cultivaban alegrias del hogar (Impatiens walleriana) con sintomas de
podredumbre a nivel de cuello y raices (Figura 2 y 3); empleando la técnica “del

suelo diluido”.



Figura 2. Aspecto del cultivo de I. walleriana donde desarrollaron ejemplares con
sintomas de podredumbre a nivel de cuello y raices. Foto: L. R. Casacchia.
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Figura 3.Ejemplar de I. walleriana con sintomas de podredumbre en cuelloy raices. Foto:
L. R. Casacchia.

i) F. solani: aislado a partir de explantos de raices y tallos de plantulas de

albahaca (Ocimum basilicum) con sintomas de podredumbre de raices y: iii) P.

capsici aislado a partir de plantas de pimiento (Capsicum annuum var. annuum)

son sintomas de marchitamiento. El aislamiento de P. capsici fue proporcionado

por la Catedra de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia, UBA.

Las diluciones de suelo, en agua destilada estéril, y los explantos procedentes de
material vegetal sintomatico fueron sembrados en placas de Petri conteniendo
medio agar papa glucosado (APG) al 2%. Las placas sembradas fueron incubadas
durante 8 dias a 24° C. Luego de la identificacion se obtuvieron cultivos puros, con
los cuales se procedié a la inoculacién de plantulas sanas contenidas en macetas.

La técnica de inoculacién consistié en el riego del sustrato de cultivo con una
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suspension del cultivo de cada uno de los hongos patdégenos aislados, de modo de
cumplir con los postulados de Koch (Agrios, 2005). En todos los casos las pruebas

se efectuaron por triplicado.

Los cultivos puros de los tres patdgenos (Figura 4, 5 y 6) fueron mantenidos en
medio APG y repicados periédicamente hasta su utilizaciéon en las pruebas de

inhibicion.

Figura 4.R. solani en medio APG y detalle del micelio (40X). Foto: L. R. Casacchia.
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Figura 5. F. solani en medio APG y detalle de macro y microconidios (40X). Foto: L. R.
Casacchia.

Figura 6.P. capsici en medio de cultivo APG (40X). Foto: L. R. Casacchia.

3.3. Pruebas de inhibicion.

Se utiliz6 aceite esencial de tomillo puro, sin aditivos, natural y obtenido por
arrastre de vapor. A partir del aceite puro se obtuvieron diluciones del mismo
utilizando como diluyente medio APG. Se obtuvieron 6 diluciones con distinta
concentracion (dosis) del aceite: 50,100, 150, 200, 250 y 300 ppm. Para lo cual,
una vez determinado el volumen de aceite para cada concentracion (Véase
Anexo) se vertio, utilizando micropipeta, el aceite en frascos Erlenmeyer de 500
mL conteniendo 250 mL de APG enfriado a 45° C. A continuacién se procedio a
verter el medio + el aceite en placas de Petri estériles. Una vez solidificado el
medio contenido en las placas se procedié a sembrar en el centro de las mismas
el in6culo del patégeno, procedente de un cultivo en APG. Las siembras se

efectuaron por separado para cada uno de los tres patdgenos y para cada
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concentracion del aceite. Las placas sembradas fueron incubadas durante 8 dias a
temperatura ambiente y alternancia de 12 hs de oscuridad y 12 hs de luz. La
variable respuesta consisti6 en la mediciébn del didmetro de las colonias del
patégeno, dicha medicion se realiz0 cada 24 h durante 8 dias. Las placas
sembradas fueron conservadas durante 20 dias para permitir la deteccién de
variaciones posteriores en el desarrollo de las colonias. La siembra se realiz6 por
triplicado para cada combinacion patdgeno-concentracion (dosis) del aceite
esencial y los testigos consistieron en la siembra del patégeno en medio de cultivo

sin el agregado de aceite.

3.4. Andlisis estadistico.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado (DCA). Los resultados (diametro
de colonias) se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion de

medias con el DSG utilizando el Infostat como software estadistico.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los ensayos realizados se alcanzaron los resultados que a continuacion

se describen:

4.1. Composicion del aceite.
El andlisis realizado (Retta, 2016) mostro que el AE de tomillo utilizado en las
pruebas pertenece al quimiotipo timol, dado que este componente es el que se

encontré en mayor proporcion relativa (Tabla I).
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Tabla I.Composicion porcentual delAE de tomillo utilizado en las pruebas de inhibicién del
crecimiento de patdgenos fungicos.

COMPUESTO %
Alfa pineno 3.6
Canfeno 09
Mirceno 14
Beta pineno 0.5
p-cimeno 29 3
Limoneno 1.1
1,.8-cineol razas
(ama terpineno 6.6
Linalol 45
Borneol 06
Timol 43,8
Carvacrol 2.4
Alfa frelandreno 0,7
Eeta cariofileno 0.8
TOTAL 96,4

En relacion a la composicion de los aceites esenciales, la misma varia dentro de
un mismo quimiotipo. El contenido porcentual de timol del AEde tomillo utilizado en
el presente trabajo (Tabla I) mostr6 valores muy similares al indicado por
Zambonelli et al. (2004), que contenia 50,06% de timol, 24,28% de p-cimeno y

0,17% de carvacrol.

Sokovic et al. (2009) identificaron 27 componentes en el aceite esencial de
tomillo, dichos componentes representaron el 97,2% del aceite, los mayores

niveles de este total correspondieron al timol (48,9%)y p-cimeno (19%).
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4.2. Pruebas de inhibicién

4.2.1. Rhizoctonia solani

El efecto del AE sobre el crecimiento de las colonias de R. solani fue dependiente
de la concentracion utilizada (Tabla Il). Transcurridos ocho dias de iniciadas las
pruebas, la concentracion de 50 ppm redujo el crecimiento de las colonias del

hongo practicamente a la mitad (49,46%) en comparacion con el testigo (Figura 7).

Figura 7. R. solani: crecimiento de la colonia testigo (izquierda) y crecimiento de la
colonia en APG + 50 ppm de AE de tomillo (derecha).

Esta reduccion es mayor a la obtenida por Zambonelli et al. (1996), quienes
mostraron que una concentracion de 50 ppm de aceite esencial de tomillo
quimiotipo timol (50,06% de timol) produjo una disminucion del crecimiento de R.
solani del 31%. Mientras que, El-Zemity y Ahmed (2005) indicaron que se
necesitaba una concentracion de aceite esencial de tomillo de 90 ppm para reducir
en un 50% el crecimiento de R. solani. Sin embargo, cuando los mismos autores
evaluaron por separado los distintos componentes del aceite esencial lograron

determinar que utilizando sélo la fraccion correspondiente al timol, se requerian
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concentraciones de 4 a 32 ppm para inhibir el crecimiento del hongo en un 50%.
Resultados similares fueron reportados por Gehan et al (2014), quienes
concluyeron que para inhibir el crecimiento de R. solani en un 50% era necesaria
una concentracion de 30 ppm de timol. La capacidad fungistitica de este
monoterpeno ha sido documentada en trabajos previos (Tsao y Zhou, 2000;

Sokovic et al., 2009).

Ademas del timol, Marei et al. (2012) informaron que los monoterpenos (S)-
limoneno y 1,8-cineol tienen propiedades antifungicas efectivas al inhibir el
crecimiento micelial no solo de R. solani sino también de F. oxysporum, Penicillium

digitatum y Aspergillus niger, bajo condiciones in vitro.

Por otra parte, cuando se utilizaron concentraciones de 100 y 150 ppm se acentué
el efecto sobre la reduccion del crecimiento de las colonias (Figura 8) en
comparacioén con el testigo. Esto es, se registré una reduccion de 68,02 y 88,65 %,

respectivamente.

Figura 8. R. solani el dia 8 en medio de cultivo APG con una concentracion de 100 ppm
de AE de tomillo (izquierda). R. solani el dia 8 en medio de cultivo APG con una
concentracion de 150 ppm de AE de tomillo (derecha).
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Finalmente, cuando se utilizé6 una concentracién de 200 ppm del aceite esencial

no se observo crecimiento de la colonia de R. solani (Figura 9 y Tabla II).

Figura 9.Ausencia de crecimiento de la colonia R. solani el dia 8 en medio de cultivo APG
con una concentracion de 200 ppm de AE de tomillo.
Por consiguiente, las concentraciones de 50, 100 y 150 ppm tuvieron en niveles
crecientes en funcién de la concentracion, un efecto fungistatico sobre R. solani.
Mientras que, el efecto fungicida se observé cuando se utilizé una concentracion
de 200 ppm. El efecto fungicida mostrado se alcanz6 a una concentracion menor a
las citadas por Khaledi et al. (2015), en un trabajo donde concluyen que son
necesarias concentraciones superiores a 850 ppm de aceite esencial de tomillo

para inhibir el crecimiento de R. solani.

La comparacion realizada entre las concentraciones del aceite esencial con efecto
fungistatico mostré la existencia de diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), entre las concentraciones de 50 y 100 ppm en comparacién con la

concentracion de 150 ppm (Tabla Il y Figuras 10y 11).

Tabla Il. Crecimiento porcentual de la colonia de R. solani en medio de cultivo APG
conteniendo AE de tomillo en diferentes concentraciones.
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0 ppm a0 ppm | 100 ppm | 150 ppm | 200ppm | 250 ppm [ 300 ppm
100 49,46 31,98 11,35 0 0 0
A A B

* Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones.

** Valores seguidos por igual letra no difieren estadisticamente (p<0,05).
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Figura 10.Crecimiento en valores porcentuales de las colonias de R. solani en medio de
cultivo conteniendo distintas concentraciones de aceite esencial de tomillo.
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Figura 11.Crecimiento de las colonias de R. solani, expresado en valores transformados
segun la funcién arco seno, en medio de cultivo conteniendo distintas concentraciones de
aceite esencial de tomillo.
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4.2.2. Phytophthora capsici

El efecto del AE sobre el crecimiento de las colonias de P. capsici fue dependiente
de la concentracion utilizada (Tabla Il y Figuras 15 y 16). Transcurridos ocho dias
del inicio de la prueba, la concentracién de 50 ppm redujo el crecimiento de las

colonias del hongo en un 28,57% en comparacion con el testigo (Figura 12).

Figura 12.Colonia de P. capsici el dia 8 en medio de cultivo APG con una concentracion
de 50 ppm de AE de tomillo.

Por otro lado, la concentracion de 100 ppm inhibié de manera total el crecimiento
de las colonias de P. capsici (Figura 13). Puede indicarse entonces que las
concentraciones ensayadas de 50 y 100 ppm tuvieron efecto fungistatico y
fungicida respectivamente. Sin embargo, luego de transcurridos 13 dias
posteriores a la siembra pudo observarse que soOlo en las tres placas que
contenian APG + 50 ppm las colonias deP. capsici comenzaron a crecer
nuevamente hasta cubrir de manera total la superficie del medio de cultivo (Figura

14). Este recrecimiento, que solo se observo en las placas APG + 50 ppm del AE,
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podria deberse a la evaporacion de los componentes del aceite. Esto es, el efecto

fungistatico habria cesado con el proceso deevaporacion.

Figura 13.Nulo crecimiento de la colonia deP. capsici el dia 8 en medio de cultivo APG
con una concentracion de 100 ppm de AE de tomillo.

Figura 14. Recrecimiento de la colonia de P. capsici observado el dia 13 en medio de
cultivo APG con una concentracion de 50 ppm de AE de tomillo.

Tabla Ill. Crecimiento porcentual de la colonia de P. capsici en medio de cultivo APG
conteniendo AE de tomillo en diferentes concentraciones.
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* Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones.

** VValores seguidos por igual letra no difieren estadisticamente (p<0,05)
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Figura 15.Crecimiento en valores porcentuales de las colonias de P. capsici en medio de
cultivo conteniendo dos concentraciones distintas de aceite esencial de tomillo.
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Figura 16.Crecimiento de las colonias de P. capsici, expresado en valores transformados
segun la funcién arco seno, en medio de cultivo conteniendo dos concentraciones
distintas de aceite esencial de tomillo.

En relacion a los resultados alcanzados puede indicarse que, a pesar de la amplia

busqueda bibliogréafica realizada no fue posible detectar trabajos en los cuales se
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evaluaran especificamente los efectos del AE de tomillo sobre P. capsici. Si se
encontraron reportes acerca del efecto de los componentes del AE por separado,
Muller et al. (1995) lograron inhibir de manera total el crecimiento de Phytopthora
sp. utilizando timol y su isémero estructural carvacrol en una concentracion de 100
ppm. En otros trabajos también ha sido demostrada la capacidad del carvacrol y
timol de inhibir completamente el crecimiento micelial de P. capsici (Passardi et al.,
2004; Perdones et al.,, 2012). Por otro lado, Camele et al. (2012) registraron la
actividad fungistatica de carvacrol y timol sobreP. citrophthora y Rhizopus

stolonifer.

Como antecedentes también puede citarse el trabajo de Bajpai y Kang (2012),
donde utilizando el aceite esencial de Magnolia liliflora lograron inhibir, en
condiciones in vivo, el crecimiento de P. capsici patdgeno de pimiento utilizando
concentraciones de 500 y 1000 ppm. Por otra parte, Lopez-Baez et al. (2009),
demostraron el efecto fungicida del extracto de tomillo sobre P. palmivora, y
Carrillo et al. (2010) utilizando AE puro de tomillo demostraron el efecto inhibitorio
del mismo, en condiciones in vitro, sobre P. infestans. Ademas se han reportado
efectos fungistatico y fungicida del aceite esencial de tomillo sobre el crecimiento

de P. cactorum (Kalemba y Thiem, 2004) y P. drechsleri (Mohammadi et al., 2015).

4.2.3. Fusarium solani
El efecto del AE sobre el crecimiento de las colonias de F. solani fue dependiente
de la concentracién utilizada (Tabla IV y Figuras22 y 23). Transcurridos ocho dias

de iniciadas las pruebas (Tabla IV y Figura 17), el crecimiento de F. solani se
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redujo en un 14,05%, en comparacion con el testigo, con la concentracién de 50

ppm del AE.

Figura 17.Desarrollo de la colonia deF. solanien medio APG (izquierda) y medio APG +
50 ppm del AE (derecha), observados el dia 8 de la prueba.
Los resultados obtenidos muestran que las concentraciones utilizadas de 50 a 200
ppm tuvieron un efecto fungistéatico (Tabla IV y Figuras 18 a 20). La concentracién
correspondiente a 100 ppm disminuyé el crecimiento de F. solani
aproximadamente un 50%. Mientras que, a 150 ppm el crecimiento fue de 30,61%

y a 200 ppm de 19,07%.

Figura 18.Colonia de F. solani el dia 8 en medio de cultivo APG + 100 ppm de AE de
tomillo.
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Figura 19.Colonia de F. solani el dia 8 en medio de cultivo APG + 150 ppm de AE de
tomillo.

Figura 20.Colonia de F. solani el dia 8 en medio de cultivo APG + 200 ppm de AE de
tomillo.
En tanto, la concentracion de 250 ppm mostrd efecto fungicida sobre las colonias
del patégeno (Figura 21). Existen, asimismo, diferencias estadisticamente
significativas entre el crecimiento registrado para las colonias en placas
conteniendo una concentracibn de 50 ppm y las restantes concentraciones

crecientes en comparacion con la colonia testigo.



Figura 21.Colonia de F. solani el dia 8 en medio de cultivo APG + 250 ppm de AE de

Tabla IV: Crecimiento porcentual de la colonia de P. capsici en medio de cultivo APG
conteniendo AE de tomillo en diferentes concentraciones.

tomillo.

O ppm o0 ppm | 100 ppm | 150 ppm | 200ppm | 250 ppm | 300 ppm
100 85,95 54,35 30,61 19,07 0 0
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Figura 22.Crecimiento en valores porcentuales de las colonias de F. solani en medio de
cultivo conteniendo distintas concentraciones de aceite esencial de tomillo.
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Figura 23.Crecimiento de las colonias de F. solani, expresado en valores transformados
segun la funcién arco seno, en medio de cultivo conteniendo distintas concentraciones de
aceite esencial de tomillo.

Utilizando también aceite esencial de tomillo, quimiotipo timol 22-28%, Zambonelli
et al. (1996) mostraron que se requeria una concentracion de 800 ppm para lograr
efecto fungicida sobre F. solani. La mayor concentracién utilizada por Zambonelli
et al.(1996) en comparacion a la utilizada en el presente estudio (250 ppm), podria

deberse a las diferencias en el composicién del timol 22-28% versus 43,8 %

correspondiente al AE utilizado en el presente trabajo (Tabla I).

Por otra parte, Barrera Necha y Garcia Barrera (2008) obtuvieron una inhibicion
total del crecimiento de Fusarium spp. utilizando dosis de 200, 250 y 300 ppm de
aceite esencial de tomillo. Gehan et al.(2014) obtuvieron una inhibicién del 50% en
el crecimiento de las colonias de F. oxysporumutilizando una concentracion de 50

ppm de timol.

Scalvenzi et al. (2016) obtuvieron una inhibicién del 35% del crecimiento micelial de

F. solani con una concentracién de 50 ppm de aceite esencial de tomillo, mientras
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gue utilizando concentraciones de 100, 200 y 500 ppmlogré una reduccion total del

crecimiento.

Entre otros estudios que también utilizaron aceite esencial de distitna procedencia
puede citarse el estudio realizado por Guédez et al. (2014) que lograron una
inhibicion del 80% utilizando una concentracion de 100 ppm del aceite esencial de
naranja, mientras que a una concentracion de 250 y 500 ppm la inhibicién fue del
100%. Estos resultados se obtuvieron para F. solani aislado de frutos de Carica
papaya con pudricion en postcosecha. Los resultados fueron similares tanto in

vitro como en ensayos in vivo.

4.3. Consideraciones finales
Los resultados mostrados permiten inferir que el efecto del aceite esencial de
tomillo varia en funcién del tipo de hongo y la concentracion de AE utilizada

(Figuras 24 y 25).
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Figura 24.Crecimiento en valores porcentuales de las colonias de F. solani, P. capsici y
R. solani en medio de cultivo conteniendo distintas concentraciones de aceite esencial de
tomillo.
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Figura 25.Crecimiento de las colonias de F. solani, expresado en valores transformados
segun la funcién arco seno, en medio de cultivo conteniendo distintas concentraciones de
aceite esencial de tomillo.

Los resultados muestran que, en condiciones in vitro, la menor concentracion con
efecto fungicida fue requeridapara el tratamiento de P. capsici. Mientras que fue
necesaria una concentracion cuatro veces superior para alcanzar el mismo efecto
en el caso de F. solani. EI motivo de las diferencias observadas, en las

concentraciones con efecto fungicida y/o fungistatico, en el presente estudio

requiere de la realizacién de nuevos estudios.

Los mecanismos de accion antifungica de los monoterpenos no son entendidos
completamente. Sin embargo, varios estudios concluyeron que dada su naturaleza
lipdfila ejercen su accion a nivel de la membrana (Uribe et al., 1985). En tal

sentido, otros autores afirman que sucede un cambio en la composicion de acidos



66

grasos de la membrana celular (Prasharet al., 2003). Los cambios que producen a
nivel de la membrana pueden producir inhibicion de la respiracion y alteracion de
la permeabilidad (Coxet al., 2000). Por otro lado, Zambonelli et al. (1996)
sostienen “que el efecto fungicida se debe a la penetracion de la quitina de la
pared de la hifa por los dafios de la membrana citoplasmatica, provocando el
escape de contenido citoplasméatico, como consecuencia las hifas se vacian y se
aplastan”. A idéntica conclusion llegaron también Caccioni y Guizzardi (1994).
También Romagnoli et al. (2005) plantearon esta hipétesis, haciendo responsables

al carvacrol y timol de este “vaciado” citoplasmico.

Mientras que, Busquet et al. (2005) afirman que “la actividad antimicrobial del timol
es debida a la presencia de un grupo hidroxilo en la estructura fendlica. El
carvacrol (que es un isOmero del timol) actia como un transportador
transmembranal de cationes monovalentes por intercambio de los protones
hydroxil (procedentes del grupo fendlico) por otros como el ion potasio similar al
modo de accion de ionoforos. Estos eventos podrian resultar en la falta de fuerza
movil de un protdn, consecuentemente un detrimento en la sintesis de ATP y
finalmente la célula muere, siendo esta la posible forma como actien los extractos

obtenidos del tomillo sobre P. palmivora”.

Gehan et al. (2014) realizaron un estudio para evaluar el modo de accién del timol.
Para lo cual aislaron las enzimas Pectina Metil Esterasa (PME), Celulasa y
Polifenol Oxidasa (PPO) de F. oxysporum y R. solani por separado y observaron el
comportamiento al colocarlas en contacto con el monoterpeno timol. Los

resultados indicaron una inhibicion de la actividad de las Pectina Metil Esterasa
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(PME) y Celulasa, pero no de la Polifenol Oxidasa (PPO). También observaron
que el grado de inhibicién varia no solo con la enzima sino también con el
patégeno del que fue aislada. Goodmanet al. (1967) sostiene que el timol y el (S)-
limoneno inhiben las celulasas del hongo que son de suma importancia para
degradar las paredes del hospedante durante la patogénesis. Al igual que Gehan
et al. (2014) concluy6 que estos compuestos inhiben ademas a la Pectina Metil
Esterasa, enzima encargada de modificar el grado de metilesterificacion de las
pectinas de la pared celular de los hongos. Como consecuencia sostiene que se
destruye la integridad de las células, se modifica el pH, los contenidos i6nicos y
permeabilidad de la membrana. Entonces la Pectil Metil Esterasa y la celulasa son
blanco de los monoterpenos (Gehan et al., 2014).

Sumado a estos resultados, Montes et al. (2000) sostienen que los aceites
esenciales afectan no solo al desarrollo y crecimiento del micelio, sino también la
germinacién de esporas, la formacion de estructuras de penetracion y la

esporulacion.
5. CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados permiten enunciar las siguientes conclusiones:

e EIl aceite esencial de T. vulgaris (tomillo) posee efecto fungistatico y
fungicida para los 3 patdgenos fungicos evaluados en condiciones in vitro.
o El efecto del aceite esencial de tomillo sobre el crecimiento de las colonias

fungicas fue dependientede la concentracion y del patdgeno evaluado.



68

e El patégeno fungico P. capsici requiri6 menor concentracion de aceite
esencial para ser inhibido (100 ppm), seguido de Rhizoctonia solani (200
ppm) y por dltimo Fusarium solani (250 ppm).

e El empleo de aceites esenciales podria ser una alternativa viable en el
control de fitopatdégenos fungicos de suelo. Sin embargo, es necesario
realizar ensayos in vivo evaluando estos y otros fitopatégenos.

e La capacidad antifungica se atribuye principalmente al Timol, por lo que
este monoterpeno podria ser utilizado en la elaboracibn de nuevos
principios activos con actividad fungistatica y/o fungicida.

e El modo de accién es poco conocido. Sin embargo, estudios previos
sefalan una alteracion de la permeabilidad de la membrana e inhibicion de
enzimas como principales causas de la capacidad antifungica del aceite

esencial.
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7. ANEXO

7.1. Célculo de las concentraciones a evaluar.
Para el calculo de la concentracion a evaluar utilizamos una densidad de AE de

tomillo de 0,9225 g/mL (Lagos La Rosa, 2012).

Las mediciones las realizamos utilizando una micropipeta.




100

Figura 26.Micropipeta. Laboratorio de la Universidad Nacional de Lomas de Zamora,
Facultad de Ciencias Agrarias. Foto: L. R. Casacchia.

e Para 50 ppm diluimos 5,425 uL de AE de tomillo en 100 mL de APG.

e Para 100 ppm diluimos 10,85 uL de AE de tomillo en 100 mL de APG.

e Para 150 ppm diluimos 16,275 pL de AE de tomillo en 100 mL de APG.
e Para 200 ppm diluimos 21,7 uL de AE de tomillo en 100 mL de APG.

e Para 250 ppm diluimos 27,125 pL de AE de tomillo en 100 mL de APG.

e Para 300 ppm diluimos 32,55 uL de AE de tomillo en 100 mL de APG.

..

P
tCede Cdencu
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/
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LGuox el Borgue*

Figura 27. Aceite esencial (AE) de tomillo puro. Foto: L. R. Casacchia

7.2. Mediciones.
La medicion del diametro del micelio de cada hongo a cada concentracion se

realizo todos los dias desde la siembra hasta el dia 8 utilizando un Vernier.

Para calcular el % de crecimiento realizamos el siguiente célculo:
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Dt= Didmetro total de la caja de Petri en cm.

S= Micelio sembrado el dia 1 en cm.

MD= Medicion diaria en cm.

C= Crecimiento.

La inhibiciéon del crecimiento la calculamos como:

| =100% - C

| = Inhibicién en porcentaje.

Para O ppm (testigo):

Rhizoctonia Fusarium Phytophthora

Fecha

Diam. (cm) |% CREC Diam. (cm)|% CREC |Diam. {cm) |% CREC
200042017 0.5 0.0 0.5 0.0 04
21/04/2017 1.8 236 1.1 10,0 04
22/04/2017 2.3 327 2.3 33.0 0.6
23/04/2017 29 436 3.0 46.0 1.7
24/04/2017 3.3 50.0 41 66,0 3.1
25/04/2017 54 89,1 E.0 100.0 a7
26/04/2017 56 927 g.0 100.0 48
2704/2017 .0 100.0 E.0 100.0 .0
Diametro total 6.0 6.0 6.0

Tabla V. Medicion diaria del micelio de cada hongo para O ppm de AE de tomillo.

Para 50 ppm:
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Phytophthora

Diametro (cm)

Diametra (cm)

Diametra [cm)

1

21 3

1

2

3

11 2

11052017 0.7

0,5 0.5

0.6

0.7

0.5

06| 0.6

12/06/2017 0.7

1,01 1.0

0.6

0.7

0.5

0.6 0.6

13/05/2017 1.0

1,3 11

14

1,2

1,0

06| 0,7

14052017 1.3

20014

1,9

1.6

1.4

06| 0.7

18/05/2017] 1.5

3.2 21

3.0

2.5

2,2

0.6 1.0

16/05/2017 21

36| 29

4.3

4.0

3,9

06| 2,2

17/05/2017| 2.2

3,8| 3

4.6

42

41

1,00 3,0

1
2
3
4
5
G
T
8

18/06/2017 2.3

401 3.5

5.0

4.5

4.5

2.3 45

AMARD DE CAJAS

6,0

6,0 6,0

6,0

6,0

6,0

6,0 6,0

Tabla VI. Medicién diaria del micelio de cada hongo para 50 ppm de AE de tomillo.

Para 100 ppm:

Rhizoctonia Fusarium Phytophthora
Dia Fecha Diametro (cm) Diametra (cm) Diametra (cmy}
1 2 3 1 2 3 1 2 3
1| 058/06/2017 0.7 0.7 0.5 0.6 0,7 0.8 06| 07 0,7
2| 06/05/2017 0.7 0.7 0.5 0.6 0.7 08 08| 07 0.7
3| 07/05/2017 0,7 0,7 0.5 0,9 1,6 23] 06| 07 0,7
4| 08/06/2017 0,7 1,0 1,5 1,0 1.8 23 06| 07 0.7
5l 09/05/2017 0,7 1,0 1,5 1,0 2.1 300 06| 07 0,7
6| 10/05/2017 0.8 1.2 1.5 1.2 2.3 31 08| 07 0,7
7| 11/06/2017 0.8 1,3 1,7 1,5 2.8 36 0Bl 07 0,7
8| 12/06/2017 2.2 1.7 26 1,9 35 400 06| 07 0.7
TAMARO DE CAJAS 6.0 6,0 6.0 6,0 6,0 6,00 6.0 6,0 6.0

Tabla VII. Medicién diaria del micelio de cada hongo para 100 ppm de AE de tomillo.

Para 150 ppm:
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Fhytophthora

Diametro (cm)

Diametro (cm)

Diametro {cm)

1

2

3

1 2

3

11 2

27042017

0.5

0.6

0.4

0.4 0.5

0.6

04| 04

28/0472017

0.5

0.6

04

0.4 0.5

0.6

04] 0.5

290472017

0.5

0.6

04

0.4 0.5

0.6

04] 0.5

30/04/2017

0.5

0.6

0.4

0.4 0.5

0.6

D41 0.4

01/05/2017

0.5

1.0

0.6

0.4 1.0

1.5

D4 04

02/05/2017

0.5

1.5

0.7

0.9 1.5

1.8

D4] 0.5

03/05/2017

0.5

1,6

0.8

1,2 1.7

2.2

04] 0.5

D~k —=

04/05/2017

0.5

1.8

1,0

1,8 1.8

25

041 0.4

=
=
=
=
]
o
m
o
b
=
in

6,0

6,0

6.0

6.0 6,0

6,0

60| 6.0

Tabla VIII. Medicién diaria del micelio de cada hongo para 150 ppm de AE de tomillo.

Para 200 ppm:

Fecha

Rhizoctonia

Fusarum

Phytophthora

Diametro {cm)

Diametro {cm)

Diametro {cm)

1

2

3

1

2

1

2

2000472017

0.5

0,5

0,5

0.7

0.5

0.5

0.5

210472017

0.5

0.5

0.5

0.7

0.5

0.5

0.5

22042017

0.5

0.5

0.5

0.7

0.6

0.5

0.5

23042017

0.5

0.5

0.5

0.8

0.7

0.5

0.5

240472017

0.5

0.5

0.5

1.0

1.0

0.5

0.5

25/04/2017

0,5

0.5

0.5

1.5

1.5

0.5

0.5

26/04/2017

0.5

0,5

0,5

1,8

2.0

0.5

0.5

27042007

0.5

0.5

0.5

2.0

21

0.5

0.5

AMANG DE CAJAS

5.0

5.0

5.0

5.0

5.0

5.0

5.0

Tabla IX. Medicién diaria del micelio de cada hongo para 200 ppm de AE de tomillo.

Para 250 ppm:
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Rhizoctonia Fusarium Phytophthora
Fecha Diametro (cm) Diametro {cm) Diametro (cm)
1 2 1 2 1 2
20/0472017 0.5 04 . 07] 04 . 0.4 0.6
21042017 0.5 0.4 . 07 04 . 0.4 0.6
220472017 0.5 0.4 . 0.7] 04 . 0.4 0.6
23/0472017 0.5 04 . 07] 04 . 0.4 0.6
24/04/2017 0.5 0.4 . 070 04 . 0.4 0.6
25/0472017 0.5 04 . 07] 04 . 0.4 0.6
26/04/2017 0.5 0.4 . 07 04 . 0.4 0.6
8| 27/04/2017 05 04 . 07] 04 . 0.4 0.6

AMARO DE CAJAS 6.0 6.0 . 6.0 6.0 . 6.0 6.0

Tabla X. Medicién diaria del micelio de cada hongo para 250 ppm de AE de tomillo.

Para 300 ppm:

Rhizoctonia Fusarium Phytophthora
Fecha Diametro (cm) Diametro (cm) Didametro (cm)
11 2 3 1 2] 3 1 2
03/04/2017 | 06 0.5 0.3 1,2 0707 06/ 04
04/04/2017 | 0,6 0.5 0.3 1,2 0707 06 04
05/04/2017 | 0.6 0.5 0.3 1,2 0707 06| 04
06/04/2017 | 0,6 0.5] 0.3 1,2 0707 06 04
07/04/2017 | 0,6) 0.5 0.3 1,2 0707 06 04
08/04/2017 | 0,6 0.5 0.3 1,2 0707 06/ 04
09/04/2017 | 0,6) 0.5 0.3 1,2 0707 06/ 04
10/04/2017 | 06| 0.5] 0.3 1,2 0707 06 04
TAMAND DE CAJAS | 6.0[ 6.0 6.0 6,0 6,0( 60{ 60 60

Tabla XI. Medicién diaria del micelio de cada hongo para 300 ppm de AE de tomillo.

7.3. Andlisis estadistico.
Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza y las medias se

compararon mediante las pruebas de Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC).
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Analisis de la wvarianza

PATOGENC Variable H R* R* A3 CW
1.00 ASEN ¥ DE CRECIMIENTO 13 0.91 0.87 32.90

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. S5C gl CM F p-valor

Modelo. 2.31 4 0.58 21.12 0.0003
DOSIS (ppm) 2.31 4 0.58 21.12 0.0003
Error 0.22 8 0.03

Total 2.53 12

Test:DGC Alfa=0.05 PCALT=0.5143
Error: 0.0300 gl: 24

DOSIS (ppm) Medias n E.E.

200.00 0.00 3 0.10 &
150.00 0.28 3 0.10 A
100.00 0.59 3 0.10 B
50.00 0.78 3 0.10 B
0.00 1.57 1 0.17 C

Msdizss con una letras comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)

Tabla XlI. Andlisis de Varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos el dia 8 para R.

solani.
PATOGENO Variable M Rf Rf Aj CV
2.00 ASEN & DE CRECIMIENTO 13 0.90 O0.85 17.98

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo. 1.56 4 0.39 17.71 0.0005
DOSIS (ppm) 1.56 4 0.3% 17.71 0.0005
Error 0.18 8 0.02

Total 1.74 12

Test:DGC Alfa=0.05 PCALT=0.5143
Error: 0.0300 gl: 24
DOSIS (ppm) Media=s n

E.E.
200.00 0.45 3 0.0% A
150.00 0.58 3 0.09 A
100.00 0.83 3 0.09% A
50.00 1.1 3 0.0% B
0.00 1.57 1 0.15 B

Msdias con una letra comuin no son signifigativamente difersntes (p > 0.058)
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Tabla XllI. Andlisis de Varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos el dia 8 para F.

solani.
PATOGENO Variable N Rf R®* A CW
3.00 ASEN % DE CRECIMIENTO 13 0.91 0O.86 62.43

Conadro de Analis=is de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 4.2% 4 1.07 19.51 0.0003
DOSIS (ppm) 4.29 4 1.07 19.51 0.0003
Error 0.44 8 0.05

Total 4.73 12

Test:DGC Alfa=0.05 PCALT=0.5143
Error: 0.0300 gl: 24
DOSIS (ppm) Mediasz n E.E.

200.00 0.00 3 0.14 A
150.00 0.00 3 0.14 A
100.00 0.00 3 0.14 A
50.00 1.10 3 0.14 B
0.00 1.57 1 0.23 B

Madiazs con una letra comiin no son significativamesnte diferentes (p > 0.05)

Tabla XIV. Andlisis de Varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos el dia 8 para
Phytophthora capsici.



