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Resumen  

Lycopersicum esculentum Mill. (1768) [syn. Solanum lycopersicum L. (1753)] es un cultivo 

hortícola priorizado debido a su importancia en la dieta de la población mundial. El moho 

de las hojas producido por Passalora fulva es una de las principales enfermedades 

fungosas de la producción del cultivo protegido de tomate en Cuba, afectando la superficie 

foliar de la planta. El control de esta enfermedad se lleva a cabo con fungicidas sintéticos 

que causan graves daños al ambiente y la salud humana. Por lo tanto, resulta necesario la 

búsqueda de estrategias de control ecológicas y con un máximo de efectividad, entre las 

que se encuentran el uso de extractos vegetales. Las plantas del género Citrus son ricas 

en compuestos bioactivos entre los que se destacan, por su actividad antifúngica, los 

compuestos fenólicos. Estudios realizados con extractos de hojas de C. aurantiifolia en 

etanol 70% y C. reticulata en metanol 70% frente a P. fulva, han demostrado la actividad 

antifúngica in vitro, la cual se debe fundamentalmente a la presencia de compuestos 

fenólicos. El objetivo de nuestro trabajo fue determinar la actividad antifúngica in vivo de 

extractos hidroalcohólicos de C. aurantiifolia y C. reticulata frente a P. fulva. Los extractos 

se obtuvieron por extracción asistida por ultrasonido y se cuantificó el contenido de fenoles 

totales. Se estandarizó la forma de inoculo infectivo; se determinó la efectividad de los 

extractos en condiciones no controladas y su efecto sobre la microbiota del suelo. En los 

extractos se cuantificaron concentraciones de fenoles totales superiores a los 195 mg 

equivalentes de ácido gálico/mL de extracto. El extracto de C. reticulata en metanol 70% 

inhibió el desarrollo de P. fulva cuando se aplicó a las 48 h y a las 24 y 48 h de inoculación 

con el patógeno. El extracto de C. aurantiifolia en etanol 70% inhibió el desarrollo del hongo 

a las 24 h antes de la inoculación con el patógeno, y a las 24 y 48 h post-inoculación. Los 

dos extractos evaluados no presentaron efectos negativos sobre la microbiota del suelo. El 

estudio realizado demostró que el uso de extractos de C. reticulata y C. aurantifolia 

constituye una alternativa efectiva para el control de P. fulva en plantas de tomate.  

Palabras claves: actividad antifúngica, C. reticulata, C. aurantifolia, Passalora fulva, tomate 
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Abstract 

Lycopersicum esculentum Mill. (1768) [syn. Solanum lycopersicum L. (1753)] is a prioritized 

horticultural crop because of its importance in the diet of the world's population. The leaf 

mould produced by Passalora fulva is a major fungal disease of greenhouse tomato 

production in Cuba, affecting the leaf surface of the plant. The control of this disease is 

conducted with synthetic fungicides which cause serious damages to the environment and 

human health. Therefore, it is necessary to look for friendly environmental control strategies 

with maximum of effectiveness, among which are the use of plant extracts. Citrus plants are 

rich in bioactive compounds among which stand out, for their antifungal activity, the phenolic 

compounds. Studies with leaf extracts of C. aurantiifolia in 70% ethanol and C. reticulata in 

70% methanol against P. fulva, have demonstrated in vitro antifungal activity, which is 

mainly due to the presence of phenolic compounds. The aim of our study was to determine 

the in vivo antifungal activity of hydroalcoholic extracts of C. aurantiifolia and C. reticulata 

against P. fulva. The extracts were obtained by ultrasonic assisted extraction and quantified 

the total phenolic content. It was standardized the form of infective inoculum; it was 

determined the effectiveness of the extracts under uncontrolled conditions and its effect on 

soil microbiota. In the extracts were quantified total phenols concentration greater than 195 

mg gallic acid equivalents / mL of extract. The C. reticulata extracts in 70% methanol 

inhibited the P. fulva growth when applied at 48 h and at 24 and 48 h after inoculation with 

the pathogen. The C. aurantiifolia extracts in 70% ethanol inhibited the fungal growth at 24 

h before pathogen inoculation, and 24 and 48 h post-inoculation. Both plant extracts 

evaluated showed no negative effects on soil microbiota. The study showed that the use of 

C. reticulata and C. aurantifolia extracts constitutes an effective alternative for the control of 

P. fulva in tomato plants. 

Keywords: antifungal activity, C. reticulata, C. aurantifolia, Passalora fulva, tomato 
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1. Introducción  

 

El tomate es uno de los cultivos hortícolas más importantes del mundo (Toledo et al., 2012) 

debido a su papel en los hábitos alimenticios de una amplia parte de la población mundial 

(Florido et al., 2008). Actualmente existe una demanda social por parte de países 

desarrollados y en vías de desarrollo de alimentos con un mayor contenido en elementos 

nutritivos, lo que ha favorecido un aumento considerable en la producción de tomate 

(Escobar et al., 2012) 

La producción de esta hortaliza se localiza en zonas donde el verano se extiende por un 

largo período del año y en donde el invierno se caracteriza por abundantes precipitaciones 

(Costa et al., 2005); no obstante, en los países tropicales el rendimiento es bajo, debido 

fundamentalmente a las altas temperaturas, lluvias y humedad relativa elevada, así como 

la incidencia de plagas y enfermedades (Moya et al., 2010). 

En Cuba, el tomate se encuentra entre las plantas hortícolas más cultivadas (Martínez et 

al., 2007), ocupando aproximadamente el 36% del área destinada a la siembra de hortalizas 

(Toledo et al., 2012). El modo de cultivo protegido empleado para la producción de este 

vegetal, constituye una tecnología promisoria para extender los calendarios de cosecha y 

asegurar el suministro fresco y de calidad para el mercado del tomate (Bernal et al., 2010). 

Sin embargo, las condiciones climáticas y agronómicas que se presentan en estas 

instalaciones favorecen el ataque de hongos fitopatógenos como Passarola fulva (Cooke) 

U. Braun & Crous (Bernal et al., 2003) que causa graves perjuicios a esta planta (Casanova 

et al., 2007). 

El control de este hongo patógeno se realiza a partir del empleo de variedades resistentes 

entre las que se destacan las líneas que portan genes de resistencia Cf-Ecp (Bernal et al., 

2009) y además con el uso de fungicidas químicos como benomilo, maneb y mancozeb 

(Escalona et al., 2009), sustancias que poseen un elevado costo económico y representan 

un peligro no solo para el ambiente sino para las personas que están en contacto con ellos 

(Naika et al., 2005). Por esta razón, surge la necesidad de nueva alternativa para el control 

de estos patógenos como son el empleo de extractos vegetales con un pequeño impacto 

sobre el medio ambiente y sobre los consumidores, en contraste con los pesticidas 

sintéticos (Yanar et al., 2011). En estos biopreparados se emplean productos derivados del 

metabolismo secundario tales como: aceites esenciales, terpenos, lignanos, alcaloides, 

azúcares esteroides y compuestos fenólicos (Flores et al., 2009) con actividad antifúngica 

demostrada (Yanar et al., 2011). 
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El género Citrus es una fuente importante de compuestos bioactivos entre los que se 

incluyen antioxidantes como el ácido ascórbico y pectinas, compuestos importantes para la 

nutrición, además de fenoles (Ghasemi et al., 2009) con actividad antimicrobial y antifúngica 

(Mathur et al., 2010). En estudios realizados anteriormente en el Departamento de Biología 

de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central ''Marta Abreu'' de Las 

Villas, se ha demostrado que extractos obtenidos de hojas de limón (Citrus aurantiifolia 

(Christm.) Swingle) y mandarina (Citrus reticulata Blanco) presentan actividad antifúngica 

in vitro frente a P. fulva (Iglesias, 2012); sin embargo, probar in vivo la eficacia de estos 

extractos tiene gran relevancia para su uso como fungicida ya que no siempre los resultados 

in vitro son extrapolables a las condiciones in vivo, debido a la complejidad de interacciones 

que se establecen en los patosistemas planta- patógenos. Por lo antes expuesto en este 

trabajo se plantearon los siguientes objetivos: 

 

Objetivo General  

Determinar la actividad antifúngica in vivo de extractos de hojas de Citrus reticulata y            

Citrus aurantiifolia frente a Passarola fulva. 

 

Objetivos Específicos 

1. Estandarizar la metodología del uso del inoculo infectivo de P. fulva para la 

determinación de la actividad antifúngica in vivo de extractos de hojas de             C. 

reticulata y C. aurantiifolia en plantas de tomate. 

2. Determinar la efectividad de los extractos de hojas de C. aurantiifolia y C. reticulata 

frente a P. fulva en plantas de tomate bajo condiciones no controladas. 

3. Determinar el efecto de los extractos de hojas de de C. aurantiifolia y C. reticulata 

sobre la microbiota del suelo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                            Revisión Bibliográfica     

3 
 

2. Revisión Bibliográfica 

2.1 Lycopersicumesculentum Miller 

2.1.1 Ubicación taxonómica, origen y distribución 

El tomate, Lycopersicum esculentum Miller (1768) [syn. Solanum lycopersicum L. (1753)] 

(http://www.ipni.org), pertenece al reino Plantae, división Tracheophyta, clase 

Angiosperma, subclase Dicotiledonea, orden Tubifloral, familia Solanaceae (Gómez y 

Casanova, 2000). 

El nombre propuesto para la especie ha sido objeto de discusión desde que en 1753 Linneo 

designó el nombre Solanum lycopersicum para el tomate, 15 años después Philip Miller 

reemplazó este nombre por Lycopersicum esculentum (Costa et al., 2005). Esta 

denominación es ratificada en 1987 en el Congreso Internacional de Botánica celebrado en 

Berlín, aunque esta polémica con respecto al nombre continúa ya que existen diferencias 

entre estos dos géneros en cuanto a la dehiscencia del polen en la antera de la flor 

(Carravedo, 2006). 

Su origen se localiza en la zona oeste de América del Sur, específicamente en Perú y 

México y su domesticación se sitúa en México a partir del tomate cereza (Lycopersicon 

esculentum var. cerasifrome) (Ochoa y Carravedo, 1990) aunque posteriormente fue 

llevado por los distintos pobladores de un extremo a otro, extendiéndose por todo el 

continente (Rodríguez et al., 1996). Fue llevado a España a principios del siglo XVI y más 

tarde se expandió por toda Europa (Ochoa y Carravedo, 1990). Actualmente el tomate 

posee una gran importancia en todo el mundo, China, India, Estados Unidos de América, 

Turquía y Egipto se encuentran entre los mayores productores de esta hortaliza y al mismo 

tiempo un ejemplo de su amplia distribución (http://www.faostat.fao.org). 

2.1.2 Descripción morfológica 

El tomate es una planta herbácea de hasta 3m de longitud, las partes jóvenes de este 

vegetal son pelosas y glandular-pubescentes (Alain, 1957). Se caracteriza distintivamente 

por el tipo y la densidad de sus tricomas (Peralta y Spooner, 2006). Su sistema radicular 

alcanza una profundidad de hasta 2m, con una raíz pivotante y muchas raíces secundarias 

que se extienden en un radio de hasta 1,5m (Gómez y Casanova, 2000). Los tallos son 

ligeramente angulosos, semileñosos, de aproximadamente 4cm de grosor en la base, y con 

tricomas (pilosidades) simples y glandulares (Carravedo, 2006). Las hojas son alternas, 

http://www.ipni.org/
http://www.faostat.fao.org/
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imparipinnadas o bipinnadas, opuestas o sub-opuestas, pecioladas o sésiles (Peralta y 

Spooner, 2006).  

La flor está formada por un pedúnculo corto, el cáliz es gamosépalo, con los sépalos 

soldados entre sí, y la corola gamopétala. El androceo tiene cinco o más estambres 

adheridos a las anteras que forman un tubo (Rodríguez et al., 1996) envolviendo totalmente 

al estilo y al estigma, lo que contribuye a la autopolinización ya que la polinización cruzada 

no es un fenómeno frecuente en el tomate (Sarita, 1993). La primera flor se forma en la 

yema apical y las demás se disponen lateralmente por debajo de la primera, alrededor del 

eje principal, las inflorescencias se desarrollan cada dos o tres hojas en las axilas (Escalona 

et al., 2009). 

El fruto es en forma de baya, formado a partir de un ovario sincárpico bi o plurilocular, con 

una placentación axial y con numerosos óvulos, posee un exocarpio complejo, con una 

cutícula muy cutinizada (epidermis) y de dos a cuatro capas de células colenquimatosas 

(hipodermis) (Carravedo, 2006). El fruto es de color amarillo, rosado o rojo debido a la 

presencia de licopeno y caroteno en distintas proporciones (Rodríguez et al., 1996) 

El crecimiento de la planta puede ser de dos formas, determinado e indeterminado siendo 

este último caso el más extendido, los tallos presentan segmentos uniformes con tres hojas 

y una inflorescencia terminando en un ápice vegetativo. Por el contrario la planta 

determinada tiene tallos que presentan menos hojas por inflorescencia y terminan en un 

ápice reproductivo, lo que da lugar a un crecimiento más compacto, erecto y ordenado 

(Carravedo, 2006). 

2.1.3 Generalidades sobre el cultivo de tomate 

Generalidades de la siembra de tomate 

La fecha óptima para realizar la siembra de tomate en Cuba es entre los meses de 

septiembre y octubre (Escalona et al., 2009), aunque en condiciones protegidas de 

temperatura, iluminación y riego el calendario de siembra se extiende de septiembre a 

febrero y de marzo a agosto (Casanova et al., 2007). Con respecto al riego, en el cultivo de 

tomate al aire libre, el método más utilizado es el de surcos, que garantiza la distribución 

homogénea de agua entre los mismos, también se emplea la acequia de cabecera nivelada, 

además de sifones y el sistema californiano móvil con aberturas regulables (Escalona et al., 

2009). En organopónicos y huertos intensivos se realiza utilizando el sistema de riego con 

aspersores; en los organopónicos se emplea además el sistema de riego localizado con el 
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uso de emisores, garantizando en todos los casos una mayor cantidad de agua en la etapa 

de floración y fructificación del cultivo (Rodríguez et al., 2007). En condiciones protegidas, 

el riego se realiza utilizando el sistema de riego por goteo empleando emisores (Casanova 

et al., 2007). 

Con respecto a la fertilización, para asegurar un rendimiento de 50t/ha el suelo debe 

contener 275kg de N, 228kg de P2O5 y 283kg de K2O por hectáreas (Guenkov, 1996). 

En organopónicos y huertos protegidos, se aplican biofertilizantes para lograr un desarrollo 

agrícola ecológicamente sostenible, de esta manera se han incrementado los esfuerzos 

para la introducción de organismos y componentes biorreguladores del suelo y las plantas 

(Terry et al., 2002). Algunos de estos biopreparados son el Azomeg, Dimabac, Acestim, 

Fosforina-Plus y Biobras-16 que favorecen la fijación del dinitrógeno, estimulan el 

crecimiento y solubilizan el fósforo del suelo (Rodríguez et al., 2007). 

En el cultivo de tomate en condiciones protegidas se utilizan soluciones nutritivas acuosas 

que contienen una determinada concentración de fertilizantes, estos deben ser líquidos o 

sólidos especiales de alta solubilidad y  los nutrientes que se incluyen en estas soluciones 

nutritivas son N, P2O5, K2O, CaO y MgO (Casanova et al., 2007). 

Sistemas de siembra 

La siembra se realiza de forma directa o por trasplante, la producción de plántulas para el 

trasplante se puede realizar tanto a campo abierto sobre el suelo mediante la construcción 

de canteros, o en bandejas colocadas en invernaderos (Sarita, 1993). Los tomates 

destinados a la exportación se cultivan utilizando tutores o guías (Guenkov, 1996); el 

tutorado de las plantas aumenta la productividad, el tamaño de los frutos y reduce la 

incidencia de enfermedades en los mismos, porque disminuye el contacto con el suelo 

(Naika et al., 2005) y además favorece las labores propias del manejo fitosanitario 

(Casanova et al., 2007). Otro sistema de siembra usado para el cultivo de tomate es el 

revolcado, en el cual las plantas no se atan a ningún sostén o se deshijan y crecen regadas 

en el suelo, pero ofrece menos ventajas que las que brinda el sistema de siembra con 

tutores (Guenkov, 1996). 

En Cuba el cultivo de tomate fresco destinado al mercado y al turismo, se realiza en 

sistemas protegidos donde se utilizan híbridos de crecimiento indeterminado, alta 

productividad, calidad de fruto y resistencia a diversos patógenos (Casanova et al., 2007). 
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En organopónicos, huertos intensivos y en organoponía semiprotegida se realiza el cultivo 

de tomate teniendo en cuenta la demanda de la población (Rodíguez et al., 2007).  

 

Exigencias ecológicas 

El cultivo de tomate requiere ciertas condiciones ecológicas para el mejor desarrollo y 

aprovechamiento de la cosecha, por ejemplo; la temperatura óptima para el crecimiento del 

tomate es la comprendida entre los 20 y 34°C, una temperatura menor de 15°C detiene la 

floración. De esta forma si este parámetro desciende a 10°C, cesa el crecimiento; por el 

contrario temperaturas superiores a los 35°C retardan la fotosíntesis (Guenkov, 1996). La 

humedad relativa óptima para su cultivo varía entre un 60% y 80%, ya que humedades 

relativas muy altas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas, el agrietamiento del 

fruto, y dificulta la fecundación porque el polen se compacta (Escalona et al., 2009).  

Para el cultivo de tomate se recomiendan suelos profundos de textura suelta o ligeramente 

arcillosa, areno-arcillosa o arcillo-arenosa y el pH debe estar cerca de la neutralidad (Sarita, 

1993). La intensidad luminosa debe ser alta, debido a que cuando es baja se afecta la 

apertura de los estomas y disminuye el número de estos por mm² (Huerres y Caraballo, 

1988). 

2.1.4 Características de los híbridos empleados en Cuba para el cultivo de tomate. 

En la mayoría de los países tropicales incluyendo a Cuba, los rendimientos promedio en las 

cosechas de tomate son bajos; esto se debe a los efectos negativos que ejercen los factores 

climáticos como son las altas temperaturas, lluvias y humedad relativa, así como la 

incidencia de plagas y enfermedades (Toledo et al.,2012). El mejoramiento genético de este 

cultivo es la alternativa más recomendable desde el punto de vista económico, para 

aumentar la producción, productividad y adaptabilidad a las condiciones tropicales (Moya 

et al., 2010). 

En el cultivo protegido de tomate se utilizan variedades de tomate que se caracterizan por 

tener una alta productividad, resistencia a patógenos y elevada calidad del fruto, ya que 

para la comercialización del tomate se tiene en cuenta el diámetro del fruto (Casanova et 

al., 2007). Algunas de estas variedades son de procedencia extranjera como FA 180, FA 

572, FA 516, HA 3057, HA 3063, HA 3019 de la firma israelí HAZERA y los híbridos cubanos 

LTM-12, LTJ-13 (IIHLD-Cuba), resistentes a Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae, 
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Stemphylium spp., TMV (virus del mosaico del tabaco), TYLCV (virus del encrespamiento 

amarillo de la hoja de tomate) (Casanova et al., 2007). 

En organopónicos y huertos intensivos se utilizan variedades cubanas procedentes del 

INCA, IIH Liliana Dimitrova como Cuba C-27-81, Tropical 5-60, Tropical FL-5, Lignon, Inifat-

28, Tropical 1-18, Vyta y Mara, resistentes a enfermedades causadas por los hongos 

Stemphylium spp, Alternaria spp, y Phytophora spp, los virus del encrespamiento amarillo 

del tomate y las bacterias Xanthomonas (Rodríguez et al.,2007).También se cultivan 

variedades para el consumo fresco y destinados a la industria como la HC 38-80, Inca-17 y 

Rilia, resistentes a la lluvia como la variedad Placero H y con un alto valor nutricional 

determinado por la alta concentración de vitamina C y sólidos solubles en los híbridos Cesar 

F1, Cima F1 y Gaviota F1 (Rodríguez et al.,2007). 

Las variedades cubanas Amalia, Vyta, Mariela, Mara, Mamonal-4 y Hc-2580 se encuentran 

entre las de mayor preferencia entre los agricultores cubanos por poseer un mayor 

rendimiento por área, número de frutos, racimos y ofrecer resistencia contra Alternaria 

solani y TYLCV (Moya et al., 2009). 

2.1.5 Importancia económica 

El tomate posee una notable riqueza de vitaminas, minerales y fibra. Cuando el fruto se 

encuentra maduro está compuesto principalmente por agua, representando la materia seca 

del 5 al 7,5% aproximadamente (Escobar et al., 2012). Los mayores constituyentes de la 

materia seca son los azúcares reductores, glucosa y fructosa, 22 y 25% respectivamente, 

seguidos de los ácidos cítrico y málico, 9 y 4 % respectivamente, proteínas (8%), lípidos 

(2%) y aminoácidos (2%) (Carravedo, 2006); además contiene grandes cantidades de 

vitamina B y C, hierro y fósforo (Naika et al., 2005). 

El tomate posee también compuestos bioactivos como el ácido ascórbico, flavonoides, 

compuestos fenólicos, carotenoides y vitamina E beneficiosos para la salud humana ya que 

algunos de estos poseen propiedades antioxidantes (Carravedo et al., 2006). El licopeno 

es el carotenoide más prominente en el tomate y sus derivados, este posee gran relevancia 

porque inhibe el crecimiento de líneas celulares en varios tipos de cáncer en humanos 

(Rivero et al., 2007). 

El tomate es uno de los cultivos hortícolas de mayor importancia comercial a nivel mundial 

(Moya et al., 2009), colocándose 16 tipos de esta hortaliza en el mercado internacional 

(Mohammad, 2011). En el 2011 la producción de tomate fue de 159 023 383t con un 
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rendimiento de 335 892Kg/ha, encontrándose China, India, Estados Unidos de América, 

Turquía y Egipto entre los mayores productores de esta hortaliza 

(http://www.faostat.fao.org). 

En Cuba goza de gran aceptación en la población, ya sea para ser consumidos en fresco o 

como condimentos (Dueñas et al., 2008) y ocupa aproximadamente el 36% del área 

destinada a la siembra de hortalizas, con una producción de 266.3 miles de toneladas; es 

cultivada en todas las provincias del país, con un rendimiento promedio de 7 t/ha (Toledo 

et al., 2012). La mayor producción de tomate se concentra en las provincias La Habana, 

Pinar del Rio y Villa Clara (Pupo et al., 2010).  

2.1.6 Enfermedades de origen fúngico que afectan el cultivo del tomate  

El tomate es un cultivo de alto riesgo fitosanitario en países tropicales, especialmente por 

los daños causados por enfermedades y plagas que afectan desfavorablemente los 

resultados productivos y económicos del cultivo (Bernal et al., 2003). 

Las enfermedades causadas por hongos son las más destructivas y comunes en este 

cultivo, las principales afectaciones que se presentan en las hojas del tomate son la mancha 

gris de la hoja por Stemphyllium solani Weber., (Damicone y Brandenberger, 1993), el tizón 

temprano causado por Alternaria solani Sor., la mancha foliar por Septoria lycopersici 

Speg., (Timmerman, 2011), el tizón tardío por Phytophthora infestans Mont, marchitez de 

las hojas por Fusarium oxysporum. sp. Lycopersici Schlee. (Naika et al., 2005), el moho de 

las hojas por Passarola fulva, y marchitez por Sclerotium rolfsii Sacc (Sarita, 1993), los 

frutos son dañadas por antracnosis causada por Colletotrichum phomides Sacc.y la 

fomopsis por Phoma destructiva Gruyter & Boerema (Sarita, 1993) y las raíces dañadas por 

Rhizoctonia solani Khün (Damicone y Brandenberger, 1993) y Pyrenochaeta lycopersici R. 

W. Schneider & Gerlach. (Escalona et al., 2009). 

El hongo P. fulva está señalado como el causante de una de las principales enfermedades 

que tienen lugar en casas de cultivo protegido (Bernal et al., 2010), pues para su 

germinación y desarrollo óptimo necesita una humedad ambiental elevada y la ausencia 

total de corrientes de aire, condiciones que proporcionan estas instalaciones (Casanova et 

al., 2007). 

2.1.6.1 Passarola fulva (Cooke) U. Braun &Crous  

Descripción morfológica 

http://www.faostat.fao.org/
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Es un hongo asexual biotrófico del tipo no obligado, causante del moho de las hojas en 

plantas de tomate y se encuentra agrupado en las siguientes categorías taxonómicas 

(Thomma et al., 2005). 

Reino: Fungi 

Phylum: Ascomycota 

Clase: Dothideomycetes 

Orden: Capnodiales 

Familia: Mycosphaerellaceae 

Género: Passarola 

Hace algunos años este hongo se ubicaba dentro del género Cladosporium y se conocía 

por el nombre de Cladosporium fulvum. Estudios moleculares han situado a C. fulvum 

dentro del género anamorfo Passalora con el nombre P. fulva; este cambio en la ubicación 

taxonómica se basa en la filogenia de su ADN y en las cicatrices distintivas de sus hifas 

coinidiales, típicas de Passarola (Thomma et al., 2005). 

Sus colonias se caracterizan por ser efusas o de forma borrosa, presentándose sobre las 

hojas como una mancha aterciopelada. El micelio primario interno es de color oliváceo a 

pardo con un margen pálido, el estroma es pardo claro. Los conidióforos se encuentran en 

folículos libres, ramificados o no ramificados, de color pardo oscuro y septados 

(http://www.mycobank.org).Los conidios son septados y conspicuos, de pardo claro a 

oscuro, de forma cilíndrica o elipsoidal, lisos o ligeramente curvados, se encuentran 

frecuentemente ramificados constituidos por una o tres células y de color pálido a carmelita 

oscuro o negro (Agrios, 2005). La superficie micelial es muy desarrollada, ramificada, con 

hifas septadas. Las células presentan paredes que consisten principalmente en 

polisacáridos de glucano y quitinas (Thomma et al., 2005). 

Mecanismos de patogenicidad y sintomatología  

P. fulva es un patógeno mayormente foliar aunque puede atacar ocasionalmente flores y 

frutos (Martínez et al., 2007). Los primeros síntomas aparecen luego de una semana del 

comienzo de la infección, en la región superior de la hoja se presentan manchas difusas de 

color verde pálido a amarillento, agrandándose más tarde y tomando la coloración amarilla 

http://www.mycobank.org/
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distintiva (Figura 1). Esta apariencia se debe a la muerte celular en el parénquima 

empalizada (Thomma et al., 2005). 

 

Figura 1. Lesiones causadas por Passarola fulva en órganos aéreos de plantas de tomate. 

Las esporas del hongo germinan en la superficie abaxial de la hoja y entran en el apoplasto 

a través de los estomas (Thomas, 1998), además, se secretan pequeñas cantidades de 

proteínas ricas en cisteína, con consecuencias severas para la planta (van Esse et al., 

2006).  

Los conidios de P. fulva se propagan por el viento o por el agua, germinan a valores de 

humedad relativa superiores al 85% y forman hifas delgadas de penetración que crecen de 

forma unidireccional (Thomma et al., 2005). Después de aproximadamente tres días, 

germina el tubo principal o ramificación lateral de la hifa y entra por la apertura estomática 

(Jones et al., 1997). 

Los conidióforos emergen por el estoma después de los diez o doce días post-infección 

produciendo cadenas de dos células de conidios por conidióforo (Thomas, 1998). En 

estados avanzados de la enfermedad, agregados de conidióforos bloquean los estomas 

impidiendo la respiración y facilitando la salida de conidios para la propagación de la 

enfermedad (Thomma et al., 2005). El taponamiento de los estomas puede resultar en 

marchitez de las hojas, defoliación parcial y muerte del hospedante en casos de infección 

severa (Jones et al., 1997).  

En la hojas, inicialmente aparecen en el lado adaxial manchas cloróticas con márgenes 

indefinidos, que se corresponden en el lado abaxial con zonas donde en una etapa más 

avanzada se forma un moho aterciopelado de color verde olivo constituido por las esporas 

del hongo (Casanova et al.,2007). Las hojas inferiores son normalmente las que primero se 

infectan (Escalona et al., 2009). En los frutos, aparecen numerosas manchas circulares de 

color oliváceo a negro con apariencia aterciopelada (Agrios, 2005). 
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El crecimiento del hongo aparece preferentemente hacia los tejidos vasculares (van den 

Ackerveken et al., 1994) aunque no es evidente la presencia de estructuras alimenticias 

como los haustorios (Thomas et al., 1998). Comúnmente, la actividad del hongo sustrae 

nutrientes del hospedante por contacto de las hifas con las células del mismo, de esta forma 

estructuras como el retículo endoplasmático, la membrana citoplasmática, los cuerpos 

citoplasmáticos y microcuerpos que contienen cristalina, cambian severamente en los sitios 

donde hacen contacto con el huésped (Thomma et al., 2005). 

Estrategias de control 

El control de P. fulva se lleva a cabo a través de la aplicación de fungicidas químicos de 

carácter preventivo y curativo como se muestra en la Tabla I, además del uso de variedades 

de tomates resistentes a P. fulva como las líneas Cf-Ecp, Cf-cp-4 y Cfcp-5 (Bernal et al., 

2009)  

Tabla I Fungicidas empleados para el control del moho de las hojas en tomate. 

Fungicida  Principio 

activo  

Fabricante  Formulación  Modo de 

acción  

Toxicidad  

Mancozeb Complejo 

polimérico de 

etilenbis 

(ditiocarbamato) 

manganeso con 

sal de zinc 

UnitedPhosph

orus LTD 

(India) 

Polvo mojable Preventivo  Producto que 

normalmente 

no ofrece 

peligro 

Maneb Etilenbis 

(ditiocarbamato) 

de manganeso 

LiminChemical 

Co., Ltd 

Polvo mojable 

suspensión 

concentrada. 

Preventivo  Sustancia 

peligrosa  

Benomil metil 1 

(butilcarbamoil) 

2 

bencimidazolcar

bamato 

DuPont Polvo o 

Suspensión  

Sistémico  Sustancia 

peligrosa   

Merpan Captan Proficol Suspensión 

Concentrada 

Protectante 

de acción 

multisitio  

Altamente 

tóxico 
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El control biológico es otra estrategia para combatir el desarrollo de P. fulva, en este sentido 

se han usado hongos antagonistas como Trichoderma harzianum Rifai y T. virens, (J. H. 

Mill, Gildens & A. A. Foster) Arx, Biheftc demostrándose que bajo condiciones de 

invernadero T. harzianum es el hongo más eficiente al reducir la severidad de la enfermedad 

en un 19,35% (Torres et al., 2008). 

La actividad antifúngica de extractos vegetales frente a este hongo ha sido poco ensayada 

in vitro, lo cual puede deberse a que la incidencia de esta patología tiene lugar 

frecuentemente en casas de cultivo protegido (Arie et al., 2007) y a que los estudios con 

relación a este hongo, se encuentran orientados a incrementar la resistencia del 

hospedante mediante mecanismos de transformación genética, que involucran relaciones 

de sinergismo entre enzimas como la quitinasa y la 1,3-glucanasa (Jongedijk et al., 1995). 

No obstante, se ha probado in vitro frente P. Fulva la inhibición del crecimiento micelial con 

extractos de Tagetes erecta L., obteniéndose valores superiores al 65% (Pupo et al., 2007) 

y de C. aurantifolia y C. reticulata alcanzándose valores de hasta un 70% (Iglesias, 2012); 

así como la inhibición de la esporulación con extractos obtenidos de Rosmarinus officinalis 

L. y la germinación de esporas con extractos de Cymbopogon citratus Stapf, lográndose 

valores de un 93,49%.y 96,30 de inhibición respectivamente (Itako et al., 2009)  

2.2 Antecedentes del uso de extractos vegetales como estrategia de control ante 

enfermedades fúngicas 

El uso excesivo e indiscriminado de fungicidas sintéticos ha originado graves problemas 

medioambientales y toxicológicos (Gurjar et al., 2012). Esta situación ha llevado a 

investigadores de todo el mundo a buscar nuevos estrategias para la protección de los 

cultivos contra el ataque de microorganismos fitopatógenos, cuya actividad, selectividad y 

seguridad ambiental sea la adecuada (Bernal et al., 2005). En este sentido ha surgido en 

los productos naturales derivados de plantas, una alternativa para el control de patógenos, 

con un pequeño impacto sobre el medio ambiente y sobre los consumidores (Yanar et al., 

2011). De esta forma se ha probado que extractos vegetales obtenidos a partir de diferentes 

órganos de la planta y fabricados en solventes tanto orgánicos como acuosos, además de 

aceites esenciales muestran actividad antifúngica al ser capaces de inhibir la esporulación 

y el crecimiento vegetativo de los hongos fitopatógenos (Khallil, 2001).  

Tabla II Extractos vegetales con actividad antifúngica frente a hongos patógenos del tomate. 
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Especie de planta Solvente  Patógeno  Referencias  

Ramas de Equisetum hyemale L. 

y bulbos de Allium salivum L. 

agua  Phytophthora infestans Ke-Qiang y 

Bruggen, 2001 

 Olea europea L. hexano, metanol 

y butanol 

Rhizoctonia solani, 

Stemphylium solani, 

AL-Mughrabi et 

al., 2001 

Semilla de Azadirachta indica A. 

Juss 

metanol Rhizoctonia solani y 

Sclerotium rolfsii 

Sharma et al., 

2003 

Corteza del tronco de Maesa 

lanceolata Forssk 

metanol 

cloroformo y 

hexano 

Rhizoctonia solani y 

Sclerotium rolfsii 

Okemo et al., 

2003 

Hojas de Paeonia suffruticosa 

Andrews. 

etanol  Phytophthora infestans Röhner et al., 

2004 

Hojas de Larrea tridentata J. M. 

Coult Flourensia cernua D.C., 

Syzygium aromaticum L., 

Cinnamomum zeylanicum Blume 

y Manguifera indica L. bulbos de 

Allium sativum L. 

agua Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici, Rhizoctonia 

solani 

Benítez et al., 

2005 

Hojas y corteza de tronco de 

Magnolia grandiflora L. 

diclorometano, 

metanol. 

Alternaria alternata,Grogan, 

Kimble & Misaghi y 

Rhizocotonia solani 

Ahmed y 

Abdelgaleil, 2005 

Hojas y ramas de Salvia indica L. etanol Phytophthora infestans, 

Rhizocotonia solani, 

Stemphylium solani 

Khalil et al., 2005 

Hojas de Alotropis procera (Wild.) 

R.Br., Cannabis sativa (L.) y 

Datura alba Nees. 

agua Sclerotium rolfsii Sacc. Khanzada et al., 

2006 

Hojas de Tagetes erecta L. etanol Alternaria solani y Passarola 

fulva 

Pupo et al., 2007 



                                                                                                                                            Revisión Bibliográfica     

14 
 

Especie de planta Solvente  Patógeno  Referencias  

Semillas de Amaranthus 

hypochondriacus L. 

agua Alternaria alternata, 

Fusarium solani, 

Acevedo y 

Garcia, 2007 

Hojas de Stevia rebaudiana 

Bertoni. 

petroleum éter, 

ciclo hexano, 

cloroformo, agua, 

acetona y etanol 

Alternaria solani, Ghosh et al., 

2008 

Hojas, ramas, raíces Trigonella 

foenum-graecum L. 

Agua, petroleum 

éter, y metanol 

Botrytis cinerea, Pythium 

aphanidermatum, (Edson) 

Fitzp. y Rhizoctonia solani. 

Haouala et al., 

2008 

Corteza y hojas de Cinnamomum 

zeylanicum Blume 

petroleum éter, 

benceno, 

cloroformo, 

acetona, etanol y 

agua 

Alternaria solani Mishra et al., 

2009 

Hojas de Achillea millefolium 

Ledeb., Artemisia camphorata 

Vill., Cymbopogon citratus Stapf. 

y Rosmarinus officinalis L.. 

agua Passarola fulva Itako et al., 2009 

Ramas de Cinnamomum verum  

J. Presl, rizomas de Zingiber 

officinale Roscoe, polvo de 

Armoracia rusticana P.G. 

Gaertn., B. Mey. &Scherby 

semillas de Myristica 

fragransHoutt. 

agua Rhizopus stolonifer (Ehrenb) 

Stalpers & Schipper. 

Aspergillus niger Varga, 

Frisvad & Samson, Fusarium 

sambucinum Wollenw. y 

Pythium sulcatum R. G. Pratt 

& J. E. Mitchel 

Mvuemba et 

al.,2009 

Hojas de Cinnamomum 

zeylanicum Blume, hojas y ramas 

Cymbopogon proximus Stapf., 

hojas de Laurus nobilis Cav., 

Persea americana Mill. y rizoma 

de Zingiber officinale Roscoe. 

agua Alternaria alternata f. sp. 

lycopersici (Fr) y Fusarium 

oxysporumf. sp. lycopersici 

Fawzi et al., 2009 
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Especie de planta Solvente  Patógeno  Referencias  

Hojas de Azadirachta indica A. 

Juss. Cassia fistula Schimp. Ex 

Oliv. y Cannabis sativa L. 

agua Sclerotium rolfsii Farooq et al., 

2010 

 

Hojas de Cynodon dactylon L. y 

Datura alba Nees 

agua Rhizoctonia solani. Dawar et al., 

2010 

Partes aéreas de Rumex 

hastatus L. Polygonum persicaria 

L. ,Rumex dentatus L., raíces 

Rumex nepalensis Spreng. y 

rizomas de Rheum australe L. 

metanol Fusarium solani y Alternaria 

solani 

Hussain et al., 

2010. 

Partes aéreas y raíces Acorus 

calamus L., Tinospora cordifolia 

Miers. 

metanol Alternaria solani Sing et al., 2010 

Hojas Bucida buceras L., 

Breonadia salicina (Vahl) Hepper 

& J.R.I. Wood, Harpephyllum 

caffrum Bernhardi ex Krauss, 

Olinia ventosa Thunb., Vangueria 

infausta Burch. y Xylotheca 

kraussiana Hochst. 

acetona, metanol, 

hexano y 

diclorometano 

Colletotricum 

gloeosporioides (Penz) Penz 

y Sacc. 

Mahlo et al., 

2010 

Aceite esencial de semillas de 

Trachyspermum ammi L. 

agua F. oxysporum f.sp. 

lycopersici 

Siripornvisal, 

2010 

Brassica nigra L. W. D.J. Koch, 

Cinnamomum camphora L. T. 

Nees & C. H. Eberm., Eupatorium 

adenophorum Spreng., Lantana 

camara L. y Melia azedarach L. 

etanol Phytophthora infestans Maharjan et al., 

2010 

Hojas de Adhatoda zeylanica 

Mill., Azadirachta indica, 

Capparis decidua Pax, Dodonaea 

etanol Alternaria solani, Rhizoctonia 

solani y Macrophomina 

phaseolina (Tassi) Goid. 

Aslam et al., 

2010 

http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=77752-3&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DCinnamomum%2Bcamphora%2B%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=77752-3&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DCinnamomum%2Bcamphora%2B%26output_format%3Dnormal
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Especie de planta Solvente  Patógeno  Referencias  

viscosa Jacq y Salvadora 

oleoides L. 

Semillas de Voacanga africana 

Stapf ex Scott-Elliot. 

etanol Alternaria solani Duru et al., 2010 

Raíces, hojas y ramas y flores de 

Artemisia ludoviciana Nutt. 

etanol, acetato Phytophthora capsici 

Leonian. y P. infestans 

Badillo et al., 

2010 

Lantana camara L. y Mimosa 

pudica L. 

metanol Alternaria alternata, 

Macrophomina phaseolina y 

Rhizoctonia solani 

Vadlapudi y 

Naidu , 2010 

Hojas, ramas y frutas de  

Camptotheca acuminata Decne. 

 

agua Rhizoctonia solani Ding et al., 2010 

Frutos de Terminalia alata Roth, 

T. arjuna Roxb. ex DC, T. 

catappa L. y T. chebula Retz. 

agua. Aletranria alternata Shinde et al., 

2011 

Hojas de Ocimum basilicum L., 

Azadirachta indica A. Juss, 

Datura stramonium L., Nerium 

oleander L. y Allium sativum L. 

agua Alternaria solani Sallam, 2011 

Hojas y frutas de Xanthium 

strumarium L., Laurus nobilis L., 

Salvia officinalis L. y Styrax 

officinalis Walter. 

agua acetona y 

metanol 

Phytophthora infestans Yanar et al., 2011 

Hojas de Cannabis sativa L., 

Parthenium hysterophorus L., y 

Adiantum venustum D. Don. 

agua Alternaria solani,  

Rhizoctonia solani 

Tapwal et al., 

2011 

Hojas de Lawsonia alba Lam. y 

ramas de Acacia catecú (L. f.) 

Willd 

agua Fusarium solani Bhardwaj,2012 

http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=82719-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DVoacanga%2Bafricana%26output_format%3Dnormal
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Especie de planta Solvente  Patógeno  Referencias  

Botón de flor de Eugenia 

caryophyllataThunb. y Moringa 

oleífera Lam., frutas de y ramas 

de Zingiber officinale Roscoe. 

 Fusarium solani Dwivedi y 

Dwivedi, 2012 

Hojas de Azadirachta indica A. 

Juss., Allamanda cathartica L., 

Lawsonia alba L., Aegle 

marmelos L. Corrêa, clavo de 

Allium sativum L., bulbo de Allium 

cepa L., rizoma de Curcuma 

longa L. y Zingiber officinale 

Roscoe. y semilla de Nigella 

sativa L. 

agua Sclerotium rolfsii y 

Rhizoctonia solani 

Islam y Faruq, 

2012 

Bulbos de Allium cepa L. , Allium 

sativum L. y hojas de Calotropis 

procera W.T. Aiton. 

agua Fusarium solani Ahmed et 

al.,2012 

Plagiochasma rupestre (Frost.) 

Steph 

metanol Alternaria alternata, 

Phytophthora infestans 

Alam, 2012 

Aceite esencial de partes aéreas 

de Zataria multiflora Boiss, 

Thymus vulgaris L. y Thymus 

kotschyanus Boiss. & Hohen. ex 

Boiss. 

agua Pythium aphanidermatum, 

Rhizoctonia solani y 

Sclerotinia sclerotiorum 

(Speg.) Alippi. 

Amini et al., 2012 

Hojas de Euphorbia serrata L., 

Thapsia garganica L., Hammada 

scoparia (Pomel) Iljin. y 

Hyoscyamus albus L. 

metanol Rizochtonia solani Alghazeer et 

al.,2012 

Hojas, raíces y flores de 

Trachystemon orientalis L. G. 

Don 

agua Fusarium oxysporum f. sp. 

radicis-lycopersici, 

Verticillium dahliae (Kleb.) y 

Rhizoctonia solani 

Onaran y Yilar, 

2012 

http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=770819-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DAegle%2Bmarmelos%2B%2B%26output_format%3Dnormal
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Especie de planta Solvente  Patógeno  Referencias  

Ramas de Ficus tikoua Bur.  Phytophthora infestans Wei et al., 2012 

Hojas  y frutos de Azadirachta 

indica A. Juss. 

n-hexano, 

cloroformo y       

n-butano 

Alternaria solani.  Jabeen, 2012 

Vitex agnus-castus L. metanol Pythium ultimum Svecová et al., 

2013 

 

Entre las especies vegetales más usadas para la fabricación de extractos se encuentra 

Azadirachta indica (Sharma et al., 2003, Farooq et al., 2010, Aslam et al., 2010, Sallam, 

2011, Islam y Faruq, 2012 y Jabeen, 2012) con actividad antifúngica frente a los hongos 

Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii (Sharma et al., 2003) y Alternaria solani (Sallam, 2011), 

además de Allium sativum empleada por 4 autores (Ke-Qiang y Bruggen, 2001, Benítez et 

al., 2005, Islam y Faruq, 2012, Ahmed et al.,2012) contra los hongos Fusarium oxysporum 

f. sp. lycopersici, Rhizoctonia solani y Verticilum dahliae (Benítez et al., 2005). Los hongos 

sobre los cuales se han probado la mayor cantidad de extracto son Rizochtonia solani 

(Benítez et al., 2005, Alghazeer et al., 2012; Amini et al., 2012) utilizado por 16 autores y 

Alternaria solani (Duru et al., 2010, Tapwal et al., 2011, Jabeen, 2012) usado por 11 autores. 

En el caso de Rizochtonia solani se logró el 100% de inhibición del crecimiento micelial con 

extractos de Syzygium aromaticum, resultado estadísticamente igual a los obtenidos con el 

uso del fungicida tiabendazol (Benítez et al., 2005) y con el uso de aceites esenciales de 

Zataria multiflora, Thymus vulgaris y Thymus kotschyanus, cuya actividad antifúngica se 

atribuye a la presencia de fenoles como el timol y el carvacrol (Amini et al., 2012). Contra 

A. solani se logró el 100% de inhibición del crecimiento micelial con extractos de 

Cinnamomum zeylanicum, eficacia que está dada por la presencia de fenoles, polifenoles, 

flavonoides, terpenoides, taninos, alcaloides y saponinas (Mishra et al., 2009). 

El agua ha sido el solvente más empleado en la elaboración de extractos vegetales (Qiang 

y Bruggen, 2001, Benítez et al., 2005, Khanzada et al., 2006, Acevedo y García, 2007 

Farooq et al., 2010 y Amini et al., 2012), en segundo lugar está el metanol (Sharma et al., 

2003, Hussain et al., 2010, Alam, 2012 y Svecová et al., 2013) y luego el etanol (Röhner et 

al., 2004,Maharjan et al., 2010 y Duru et al., 2010). Aunque la presencia de extractos 
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acuosos es mayor, se plantea que son menos eficaces que los confeccionados con 

solventes orgánicos (Shinde et al., 2011 y Mishra et al., 2009). Esto puede deberse a que 

metabolitos secundarios tales como los fenoles, flavonoides, terpenoides, taninos y 

saponinas son más solubles en solventes orgánicos que en agua (Mishra et al., 2009) 

La parte de la planta más usada para la preparación de extractos fueron las hojas (Khalil et 

al, 2005, Pupo et al 2007, Ghosh et al, 2008, Farooq et al, 2010, Sallam, 2011 y Jabeen, 

2012), lo que se atribuye a la presencia de metabolitos secundarios con actividad 

antifúngica como los fenoles, flavonoides y alcaloides (Alghazeer et al, 2012). 

 

 

2.2.1 Uso de extractos vegetales obtenidos de Citrus spp. como fuente de 

compuestos con actividad antifúngica. 

El género Citrus pertenece a la familia Rutaceae (Ghafar et al., 2010), este tiene su origen 

en Asia tropical y actualmente se encuentra distribuido por países tropicales y subtropicales 

(Suryawanshi, 2011).  

Los jugos, hojas y frutos de cítricos son una fuente importante de compuestos bioactivos 

como el ácido ascórbico, flavonoides, compuestos fenólicos, antocianinas pectinas 

(Ghasemi et al., 2009; Salas et al., 2011) alcaloides, glicosilasas, saponinas esteroides y 

taninos (Nduagu et al., 2008). 

Los flavonoides y los fenoles son un grupo de compuestos utilizados por la planta como 

mecanismo de defensa contra hongos patógenos por sus propiedades antimicrobiales 

(Gurjar et al., 2012), estos presentan estructura aromática y un grupo hidroxilo (Mishra et 

al., 2009) que alteran la actividad de enzimas de la membrana citoplasmática tales como la 

quitinasa, quitina sintasayα-&-β-glucanasa (Amini et al., 2012). 

Tabla III Extractos obtenidos a partir de Citrus spp. con actividad antifúngica frente a hongos 

patógenos de plantas. 

Fuente para la confección de 

extracto vegetal 

Actividad 

Antifúngica contra: 

Solvente Referencias 

Hojas, corteza de tronco y de raíz 

Citrus limón (L. Burm. F.) 

Colletotrichum 

capsici. 

Agua  Nduagu et al., 

2008 
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Fuente para la confección de 

extracto vegetal 

Actividad 

Antifúngica contra: 

Solvente Referencias 

Corteza de fruto de Citrus 

reticulata Blanco 

Alternaria alternata, 

Rhizoctonia 

solani, Curvularia 

lunata, Fusarium 

oxysporumy 

Helminthosporium 

oryzae. 

Agua  Chutia et al., 

2009. 

 

Hojas de Citrus aurantium L. var. 

Sinensis L., Citrus aurantium L., 

Citrus aurantiifolia (Christm ) 

Swingle, Citrus latifolia (Tanaka ex 

Yu. Tanaka) Tanaka y Citrus 

reticulata Blanco. 

 

Alternaria solani y 

Passalora fulva  

Metanol y 

etanol 

Iglesias, 2012 

Corteza de fruto de Citrus sinensis, 

C. limón y C. reticulata 

Penicillium digitatum, 

Curvularia spp. y 

Colletotrichum spp. 

Hexano  Johann et al., 

2007 

Tejidos de Citrus limón y Citrus 

sinensis 

Sclerospora 

gramicola 

Agua  
(Deepak et al., 

2007) 

 

 

La actividad antifúngica de estos extractos se debe a la presencia de metabolitos 

secundarios como las saponinas, fenoles, taninos, aminoácidos, aminas, quinonas, 

alcaloides y flavonoides. La presencia de estos compuestos permite que sean efectivos 

para el control de hongos fitopatógenos como A. alternata, R. solani (Chutia et al., 2009), 

A. solani y P. fulva (Iglesias, 2012).  

Aunque el solvente más usado haya sido el agua (Deepak et al, 2007, Nduagu et al, 2008 

y Chutia et al, 2009) y la parte de la planta más empleada la corteza tanto de frutos como 
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de tallos (Johann et al., 2007,Nduagu et al, 2008 y Chutia et al., 2009), con el uso de hojas 

y solventes orgánicos como el metanol y el etanol también se han obtenido resultados 

satisfactorios en la inhibición del crecimiento micelial y de la germinación de esporas en A. 

solani y P. fulva (Iglesias, 2012). 

2.3 Métodos de determinación de la actividad antifúngica in vivo  

El término in vivo se emplea para referirse a los procesos biológicos que tienen lugar en 

organismos o células vivos bajo condiciones naturales (Zaid et al., 2004). Determinar la 

actividad antifúngica en condiciones naturales tiene gran relevancia, ya este tipo de 

ensayos es muy empleado por los investigadores que primero realizan ensayos in vitro, con 

la finalidad de comprobar la eficacia de su producto en interacción con los factores 

ambientales. En algunos casos los resultados de experimentos in vivo pueden diferir de los 

obtenidos en condiciones in vitro (Bahraminejad, 2012). 

2.3.1 Material vegetal  

En los experimentos in vivo el material vegetal más utilizado han sido las semillas (Hwang 

et al., 2001, Islam et al., 2001, Bernal et al., 2009, Sallam, 2011, Saleem et al., 2011, Akhtar 

et al., 2012 y Bahraminejad, 2012) lo cual pudo ocurrir porque algunos investigadores 

necesitan una completa observación del ciclo vegetativo de ciertas especies vegetales, para 

saber cuál es el tiempo adecuado para su trasplante. Un ejemplo lo constituye el pimiento, 

el cual se trasplanta cuando han brotado las primeras cuatro hojas, en experimentos donde 

se prueban extractos con actividad antifúngica frente a hongos del suelo (Hwang et al., 

2001); con este fin también se han empleado posturas (Carrión et al., 2011). 

2.3.1.1 Material de partida 

Como material de partida utilizado para probar actividad antifúngica contra hongos del suelo 

como Phytophthora capsici se han usado plántulas con 1cm sobre la superficie del suelo 

(Lee et al., 2003). En el caso de la evaluación de la actividad antifúngica contra hongos 

foliares como A. solani, P. fulva y P. infestans se han empleado plantas de cinco semanas 

(Bernal et al., 2009), de seis semanas (Saleem et al., 2011 y Akhtar et al., 2012) y de siete 

semanas (Sallam, 2011) obteniéndose resultados satisfactorios (Bernal et al., 2009, Saleem 

et al., 2011 y Akhtar et al., 2012). 

2.3.1.2 Sustratos empleados 
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En experimentos in vivo se han usado mezclas de suelos (turba y musgo), arena y suelo de 

marga (Hwahg et al., 2001), compost más suelo ferralítico (Bernal et al., 2009), arena 

(Sallam, 2011), suelo pardo moderadamente lixiviado u humus de lombriz (Carrión et al., 

2011) y zeolita (Bernal et al., 2006). El uso de estos sustratos permite a las plantas un 

adecuado desarrollo y además satisface sus necesidades nutricionales, permitiéndoles 

expresar su potencial productivo (Rodríguez et al., 2007). 

2.3.2 Preparación del inóculo infectivo 

El inoculo no es más que las formas vegetativas y/o reproductivas del patógeno capaces 

de dar inicio a la enfermedad. En los experimentos in vivo el inóculo infectivo se ha 

preparado mayormente a partir de conidios (Hwang et al., 2001,Nutsugh y Wilson, 2007, 

Bernal et al.,2009, Saleem et al., 2011 y Akhtar et al., 2012) aunque también se ha utilizado 

fragmentos de micelio con los que se han logrado los mismos resultados que con esporas 

(Nutsugh y Wilson, 2007). 

2.3.2.1 Métodos de inoculación 

El método de inoculación más empleado, cuando se infecta toda la planta, es a través de 

un atomizador manual (Hwang et al., 2001, Bernal et al., 2006, Nutsugh y Wilson, 2007, 

Bernal et al., 2009, Saleem et al., 2011, Sallam, 2011 y Carrión et al., 2011). En los casos 

en los cuales solamente se infecta la hoja se utilizan micropipetas para la inoculación 

(Saleem et al., 2011 y Akhtar et al., 2012) o este proceso se puede llevar a cabo con un 

pincel, lográndose también con este método un buen desarrollo de los síntomas (Leiva et 

al., 2010; Martín et al., 2010). 

2.3.3 Evaluación de los resultados 

La mayoría de los investigadores realizan la evaluación de los resultados a partir de escalas 

que determinan la severidad del ataque del patógeno como son la de Vakalovnakis (1983) 

(Islam et al., 2001) y la de Hwang en 2001 (Hwang et al., 2001), la intensidad del ataque 

como la de Letha et al, 2009 (Sallam, 2011) y la de Rivas (1981) (Bernal et al., 2006 y 

Carrión et al., 2011), el área foliar afectada como la de Irzhansky & Cohen (2008) (Akhtar 

et al., 2012) y la de Irzhansky & Cohen (2006) (Saleem et al., 2011) y además, basadas en 

la descripción de los estados de desarrollo de los síntomas (Bernal y Infante, 2009). Aunque 

el empleo de escalas es lo más común en la evaluación de los resultados en experimentos 

in vivo, también se utilizan fórmulas como la de Towsend y Heuberger (1943) para calcular 
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la intensidad del ataque del patógeno (Bernal et al, 2006) y la de Vázquez (2008) para el 

cálculo del grado de ataque de la enfermedad (Carrión et al., 2011). 

Determinar la actividad antifúngica in vivo de extractos vegetales nos permite conocer la 

eficacia de los mismos, de modo, que la elección del método a utilizar, es vital para la 

obtención de los resultados más exactos. Entre los materiales vegetales antes 

mencionados, el uso de semillas es mejor porque nos permite observar todo el ciclo 

vegetativo de la planta y precisar el momento oportuno para el trasplante (Bahraminejad, 

2012), como material de partida es más recomendable usar plantas con más de 6 semanas 

de edad cuando el desarrollo foliar es mayor (Akhtar et al., 2012), con respecto al inóculo 

el uso de fragmentos de micelio ofrece excelentes resultados y es de rápida obtención. El 

método de inoculación con pincel es más preciso porque se inocula hoja por hoja 

asegurando la infección y el correcto desarrollo de los síntomas (Martín et al., 2010). La 

evaluación de los resultados según la escala de Rivas (1981) y la fórmula de Towsend y 

Heuberger (1943) permiten mayor exactitud en el cálculo de la intensidad del ataque del 

patógeno. 
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3. Materiales y Métodos 

3.1 Obtención de extractos hidroalcohólicos de hojas de C. reticulata y C. aurantiifolia  

La colecta de hojas de C. reticulata (mandarina), C. aurantiifolia (limón criollo) se realizó en 

áreas del Jardín Botánico de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, ubicado al 

norte de la ciudad de Santa Clara, Villa Clara, Cuba. La identificación de las hojas 

colectadas se llevó a cabo por especialistas de este centro (O. Méndez No.9884, 9885 

(ULV). 

El material vegetal colectado se lavó con abundante agua destilada, se secó en una una 

estufa a 60 °C durante 24 horas y se trituró en un molino de 5 pulgadas (Chrisly & Norris, 

Norris, Chelmesford, Reino Unido). A 2g del material de cada especie vegetal se le 

agregaron 20mL de metanol (Uni-Chem, Chemical Reagents, China) o etanol (Uni-Chem, 

Chemical Reagents, China) al 70%, las muestras se sometieron a baño ultrasonico 

(Branson Ultrasonic Corporation, Estados Unidos) durante 20 minutos y fueron filtrados en 

una bomba al vacío (Water Circulating Multi Propose Vacuum Pump SHB-III, Liuyi, China).  

3.2 Cuantificación del contenido de fenoles totales 

En la cuantificación del contenido de fenoles totales se empleó el método descrito por 

Tuberoso et al. (2009), con modificaciones. A 1mL de extracto se le adicionaron 80µL del 

reactivo Folin-Ciocalteau 1N (Merck, Alemania) y se dejó reposar durante 5 minutos. 

Después se le adicionó 800 μL de Na2CO3 7%, se completó hasta 2 mL con agua destilada, 

se agitó y se dejó reposar durante 90 min. Se midió la absorbancia en un espectrofotómetro 

UV-VIS (Rayleigh 1601, China) a una longitud de onda de 750nm. El contenido de fenoles 

totales se determinó mediante extrapolación en una curva de calibración empleando ácido 

gálico como patrón y se expresó en mg equivalentes de ácido gálico/mL de extracto. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado. 

3.3 Determinación de la actividad antifúngica in vivo de extractos hidroalcohólicos 

de hojas de C. reticulata y C. aurantiifolia  

El experimento se realizó bajo condiciones no controladas en áreas de la Empresa de 

Semillas Varias de Sancti Spírirtus ubicada al sur de la ciudad de Sancti Spíritus (Figura 2). 

Se emplearon los extractos de hojas de C. reticulata en metanol 70% y C. aurantiifolia en 

etanol 70% a una concentración de 50mg equivalentes de ácido gálico/ml de extractos de 

fenoles totales, cercana pero superior a la concentración mínima inhibitoria determinada en 

experimentos in vitro (Iglesias, 2012). La dilución se realizó en agua destilada. La aplicación 
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de los extractos se realizó con un atomizador manual procurando abarcar toda el área foliar 

de la planta. 

 

Figura 2. Área de la Empresa de Semillas Varias de Sancti Spíritus donde se realizaron los 

experimentos bajo condiciones no controladas. 

En la realización del experimento se utilizaron semillas de tomate de la variedad Amalia que 

fueron sembradas en bandejas de poliestireno expandido con capacidad para 100 plantas, 

sobre un sustrato compuesto por una mezcla de biocompost más suelo pardo (75:25). 

Cuando las plantas alcanzaron los 25 días de edad, se trasplantaron a bolsas de nailon 1kg 

de capacidad con igual composición de sustrato, para lograr un adecuado desarrollo 

folicular y foliar. El riego de agua se realizó diario y manualmente dirigido hacia el sustrato, 

protegiendo a la planta del déficit hídrico o exceso de humedad. El experimento se realizó 

cuando las plantas alcanzaron los 55 días de edad. 

En cada tratamiento se emplearon 10 plantas y el experimento se repitió una vez, para un 

total de 20 réplicas por tratamiento. 

3.3.1 Estandarización del uso del inóculo infectivo de P. fulva para la determinación 

de la actividad antifúngica in vivo de extractos hidroalcohólicos de C. reticulata y       

C. aurantiifolia en plantas de tomate 

Se probaron dos formas de inóculo infectivo: suspensiones de conidios y suspensiones de 

propágulos. 

Obtención de la suspensión de conidios. 

La suspensión de conidios de P. fulva se obtuvo a partir de la agitación de discos de micelio 

de 0,6 cm de diámetro cultivado en Agar Papa Dextrosa (PDA) durante 21 días a una 

temperatura de 27 °C, en agua destilada estéril, y se ajustó a una concentración de 5 x 105 

conidios/mL en cámara de Neubauer.  

 

Preparación de la suspensión de propágulos 
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Se transfirió fragmentos de micelio de 0,6 cm de diámetro, cultivado en PDA durante 21 

días, a medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa (PDB). El inóculo crecido en constante 

movimiento en una Zaranda (Gerhardt, Alemania) durante 72 h, a 120 r/min y 27 °C, fue 

macerado en un homogenizador Ultra-Turrax T 25, (Rose Scientific Ltd., Edmonton, AB, 

Canada) y se ajustó a una concentración de 5 x 105 propágulos/mL en cámara de Neubauer. 

Realización del bioensayo. 

El bioensayo se realizó cuando las plantas alcanzaron los 55 días de edad. La inoculación 

se realizó con un pincel por ambos lados de la hoja abarcando toda el área foliar. Después 

de inoculadas, las plantas se cubrieron 24 horas con bolsas de nailon para lograr el máximo 

de apertura de los estomas. Las evaluaciones se realizaron a los 7 y 14 días post-

inoculación. Durante los 14 días que duró el experimento el riego se realizó de forma 

manual, la iluminación fue natural y la temperatura se mantuvo entre 26,8 y 19.2 °C (Anexo 

1). 

La estimación del área foliar afectada se realizó a partir de la escala de 6 grados de Rivas 

(1981) y con estos datos se calculó la intensidad media del ataque a los 7 y 14 días post-

inoculación, mediante la fórmula de Towsend y Heuberger (1943) I=∑(n*v)/i*N x100, donde 

I% corresponde a la intensidad del ataque del hongo patógeno, n el número de hojas con 

un grado determinado, v el grado respectivo de la escala, N el total de plantas evaluadas e 

i el grado máximo de la escala (Bernal et al., 2006). 

3.3.2 Determinación de la efectividad de los extractos hidroalcohólicos de                       

C. reticulata y C. aurantiifolia frente a P. fulva en plantas de tomates en condiciones 

no controladas.  

Plantas de tomate de 55 días se dividieron en 6 grupos, se emplearon cuatro tratamientos 

y dos grupos control; uno positivo y otro negativo. Los grupos se formaron al azar con 10 

plantas cada uno. 

En todos los tratamientos, se asperjaron 10ml de extracto por planta, según correspondiese, 

con un atomizador manual tratando de abarcar toda la parte aérea de la planta. Los 

tratamientos ensayados se muestran en la Tabla 4. 

Se utilizó un grupo como control positivo que solo se inoculó con el hongo y se asperjó con 

agua destilada y un grupo control negativo al que solo se le asperjaron los extractos. 

Tabla IV. Tratamientos ensayados en la determinación de la actividad antifúngica in vivo de los extractos de 

limón y mandarina frente a P. fulva en plantas de tomate. 
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N° de tratamiento Tratamiento 

1 Aplicación del extracto 24 horas antes de 
la inoculación de hongo 

2 Aplicación del extracto a las 24h post-
inoculación. 

3 Aplicación del extracto a las 48h post-
inoculación 

4 Aplicación del extracto a las 24 y 48h post-
inoculación.  

 

La inoculación se realizó con pincel por ambos lados de la hoja, luego las plantas fueron 

colocadas dentro de bolsas de nailon transparentes para facilitar la apertura de los estomas 

producto de la transpiración y lograr una mejor infección. 

Los grupos de plantas fueron colocados dentro de casas de mayas hechas manualmente y 

se mantuvieron bajo condiciones no controladas durante los 14 días que duró el 

experimento, la temperatura se mantuvo entre 19,2 °C y 26,8 (Anexo 1), el riego se realizó 

manualmente y la iluminación fue natural. 

Las evaluaciones se realizaron a los 7 y 14 días después de la inoculación como se 

describió en el acápite 3.3.1. 

3.4 Determinación del efecto de los extractos hidroalcohólicos de C. reticulata y           

C. aurantiifolia en la microbiota del suelo. 

Se realizó el análisis microbiológico del suelo según el método descrito por Mayea et al., 

1982. Como sustrato se empleó una mezcla de biocompost más suelo pardo (75:25). Se 

evaluaron bacterias y hongos totales, actinomicetos, azotobacter y hongos celulíticos. El 

experimento se realizó por triplicado y se repitió una vez.  

El sustrato utilizado en el experimento se colocó en macetas de 0.5kg de capacidad, se 

emplearon 2 tratamientos y un control negativo. Los dos tratamientos fueron asperjados 

con 10ml de cada extracto a 50 mg equivalentes de ácido gálico/mL de extracto de fenoles 

totales, según correspondiese, al control negativo solo se le asperjó agua. 

A 1g de suelo, se le añadieron 18ml de agua y a partir de esta muestra se realizaron 

disoluciones seriadas de 104, 105, 106 a 107.Para facilitar el conteo de hongos totales, 

actinomicetos, bacterias solubilizadoras del fósforo, azotobacter y hongos celulíticos se 
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utilizaron las dilusiones de 104 y 105 mientras que para las bacterias totales las de 106 y 

107. 

Se añadió 1ml de diluciones en tres palcas Petri que contenían el medio de cultivo para 

cada microorganismo en particular y se agitó cuidadosamente de forma rotatoria.  

El medio de cultivo utilizado para el cultivo de bacterias fue agar glicerina peptona, para el 

cultivo de hongos se utilizó agar rosa bengala, los actinomicetos en agar almidón amoniacal 

o agar asparagina y para los hongos celulíticos se empleó agar Müller (Mayea et al., 1991). 

El medio de cultivo empleado para el crecimiento de azotobacter fue Ashbys Manitol 

Phosphate preparado a partir de 0.2 g de KH2PO4, Mg4 SO47H2O, SO4 (NH4)2, ClNa, 

10g de Manitol, 0.1g de SO4Ca 2H2O, 5g de CO3Ca y 1L de H2O (Hamdi, 1985). 

En el caso de las bacterias solubilizadoras del fosforo el medio de cultivo se elaboró a partir 

de 10g de glucosa, 5g de Ca3 (PO4)2, 0.2g de ClK, 0.1 MgSO4 7H2O, 0.5 de extracto de 

levadura, trazas de MnSO4 y 1L de H2O.  

Las placas fueron mantenidas en una incubadora a una temperatura de 30°C durante los 

días que duró el experimento. 

El conteo de hongos y bacterias totales se realizó a las 24h, 48h y 96h, azotobacter a las 

72h, 96h y a los 7 días, bacterias solubilizadoras del fosforo a las 72 y 96h, actinomicetos 

y hongos celulíticos a los 7-15 días respectivamente. 

3.5 Procesamiento estadístico 

Los datos obtenidos se analizaron en el programa PASW Statistics versión 18.0, 

verificándose en todos los casos el cumplimiento de los supuestos de normalidad (Shapiro-

Wilk) y homogeneidad de varianza (Levene). El análisis de varianza para determinar las 

diferencias entre las concentraciones de fenoles totales se realizó mediante la prueba U de 

Mann Whitney p< 0.05. El análisis de varianza para determinar las diferencias entre los 

inóculos infectivos se realizó mediante la prueba T para muestras independientes p< 0.05. 

Los análisis de varianza para determinar las diferencias entre el porcentaje de área foliar 

afectada según los tratamientos empleados en cada extracto se realizaron mediante la 

prueba de Kruskal Wallis p< 0.05 y U de Mann Whitney a posteriori, p< 0.01. Los análisis 

de varianza para determinar el efecto de los extractos en la microbiota del suelo se 

realizaron mediante la prueba de Wilcoxon p< 0.05, en el caso de azotobacter se empleó 

la prueba T para muestras relacionadas p< 0.05. 
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4. Resultados 

 

4.1 Obtención de extractos hidroalcohólicos de hojas de Citrus reticulata y Citrus 

aurantiifolia. 

Se obtuvieron 2 extractos hidroalcohólicos de hojas de cítricos, uno de C. aurantiifolia en 

etanol 70% y otro de C. reticulata en metanol 70%.  

4.2 Contenido de fenoles totales. 

El extracto de C. aurantiifolia en etanol 70% mostró mayor concentración de fenoles totales 

(243,93 mg equivalentes de ácido gálico/mL de extracto), con respecto al extracto de C. 

reticulata en metanol 70% que presentó concentraciones de fenoles totales de 195 mg 

equivalentes de ácido gálico/mL de extracto. 

4.3 Actividad antifúngica in vivo de extractos hidroalcohólicos de hojas de        C. 

reticulata y C. aurantiifolia. 

4.3.1 Estandarización del uso del inóculo infectivo para la determinación de la 

actividad antifúngica in vivo de extractos hidroalcohólicos de C. reticulata y       C. 

aurantiifolia en plantas de tomate. 

 

Las dos formas de inóculo infectivo probadas; suspensiones de conidios y suspensiones de 

propágulos, permitieron una correcta infección (Figura 3) y desarrollo de los síntomas de la 

enfermedad tanto a los 7 como a los 14 días , no se encontraron diferencias significativas 

con respecto al porcentaje del área foliar afectada en ambos casos (Figura 4). 

 

 

Figura 3. Síntomas desarrollados en plantas de tomate a los 14 días de inoculación  con 

suspensiones de conidios (a y b) y suspensiones de propágulos (c y d)  
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Figura 4. Porcentaje del Área Foliar Afectada en plantas de Lycopersicum esculentum inoculadas 

con suspensiones de conidios y de propágulos de P. fulva a los 7 y 14 días de inoculación. (Prueba 

T para muestras independientes p< 0.05) 

 

4.3.2 Efectividad de los extractos hidroalcohólicos de Citrus reticulata y Citrus 

aurantiifolia frente a P. fulva en plantas de tomates en condiciones no controladas.  

Los dos extractos evaluados inhibieron el desarrollo del hongo en alguno de los 

tratamientos ensayados (Figura 5). 

 

Figura 5. Plantas de tomate inoculadas con P. fulva sin aplicar ningún extracto (a), con aplicación 

del extracto de hojas de C. aurantiifolia 24 horas antes de inocular (c), con aplicación del extracto de 

C. reticulata a las 24 horas de inoculación (d) y sin inocular con P. fulva (b). 

En la evaluación a los siete días de inoculación de las plantas de tomate con suspensiones 

de micelio de P. fulva cuando se empleó el extracto C. reticulata en metanol 70%, el 
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porcentaje de área foliar afectada fue menor cuando se aplicó el extracto a las 48 horas 

(tratamientos 3) y a las 24 y 48 horas (tratamientos 4) de la inoculación con respecto al 

control positivo (plantas inoculadas sin aplicarle el extracto) (Figura 6). En la evaluación a 

los 14 días solo mostró diferencias significativas con respecto al control positivo cuando se 

aplicó el extracto a las 24 horas de inoculación.  

 

Figura 6. Porcentaje del Área Foliar Afectada en plantas de Lycopersicum esculentum inoculadas 

con suspensiones de propágulos de P. fulva y asperjadas con extractos de hojas de C. reticulata en 

metanol 70% a diferentes tiempos: 24 horas antes de la inoculación (Tratamiento 1), a las 24 horas 

de la inoculación (Tratamiento 2), a las 48 horas de la inoculación (Tratamiento 3) y a las 24 y 48 

horas de la inoculación (Tratamiento 4) evaluadas a los 7 y 14 días de inoculación. Cada barra 

representa la media de tres réplicas independientes. Letras distintas en las barras indican que las 

medias de los tratamientos con respecto al control positivo difieren estadísticamente para p≤ 0,05 

(Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney).  
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En la evaluación a los siete días de inoculación de las plantas de tomate con suspensiones 

de micelio de P. fulva cuando se empleó el extracto C. aurantiifolia en etanol 70%, el 

porcentaje de área foliar afectada fue menor cuando se aplicó el extracto a las 24 horas 

antes de la inoculación (tratamientos 1) con respecto al control positivo (plantas inoculadas 

sin aplicarle el extracto) (Figura 7). En la evaluación a los 14 días además del tratamiento 

1, también mostró diferencias significativas con respecto al control positivo cuando se aplicó 

el extracto a las 24 horas (tratamiento 2) y a las 48 horas (tratamiento 3) de inoculación.  

 

 

Figura 7. Porcentaje del Área Foliar Afectada en plantas de Lycopersicum esculentum inoculadas 

con suspensiones de propágulos de P. fulva y asperjadas con extractos de hojas de C. aurantiifolia 

en etanol 70% a diferentes tiempos: 24 horas antes de la inoculación (Tratamiento 1), a las 24 horas 

de la inoculación (Tratamiento 2), a las 48 horas de la inoculación (Tratamiento 3) y a las 24 y 48 

horas de la inoculación (Tratamiento 4) evaluadas a los 7 y 14 días de inoculación. Cada barra 

representa la media de tres réplicas independientes. Letras distintas en las barras indican que las 
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medias de los tratamientos con respecto al control positivo difieren estadísticamente para p≤ 0,05 

(Kruskal Wallis/ U de Mann Whitney).  

 

4.4 Efecto de los extractos hidroalcohólicos de Citrus reticulata y Citrus aurantifolia 

en la microbiota del suelo. 

Los dos extractos evaluados no presentaron efectos negativos sobre la microbiota del 

suelo, debido a que no disminuyó la cantidad total de colonias de los microrganismos 

evaluados del suelo tratado con respecto al control negativo. 

Frente a hongos y actinomicetos, los extractos evaluados ocasionaron ningún cambio 

significativo en cuanto al número de colonias con respecto al suelo no tratado (Figura 8 y 

9).  

 

 

 

 

Figura 8. Número de colonias de hongos totales presentes en el suelo antes y después de la 

aplicación de extractos de hojas C. aurantiifolia en etanol 70% y C. reticulata en metanol 70%. 

(Wilcoxon p< 0.05) 
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Figura 9. Número de colonias de actinomicetos presentes en el suelo antes y después de la 

aplicación de extractos de hojas C. aurantiifolia en etanol 70% y C. reticulata en metanol 70%. 

(Wilcoxon p< 0.05) 

 

El número de colonias de bacterias totales y hongos celulíticos, aumentaron 

significativamente cuando se emplearon los extractos evaluados con respecto al número 

de colonias presentes en el suelo no tratado. Cuando se empleó el extracto de C. 

aurantiifolia en etanol 70% se obtuvieron los mayores valores (Figura 10 y 11). 
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Figura 10. Número de colonias de bacterias totales presentes en el suelo antes y después de la 

aplicación de extractos de hojas C. aurantiifolia en etanol 70% y C. reticulata en metanol 70%. Letras 

distintas en las barras indican que las medias de los tratamientos difieren estadísticamente para p≤ 

0,05 (Wilcoxon). 
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Figura 11. Número de colonias de hongos celulíticos presentes en el suelo antes y después de la 

aplicación de extractos de hojas C. aurantiifolia en etanol 70% y C. reticulata en metanol 70%. Letras 

distintas en las barras indican que las medias de los tratamientos difieren estadísticamente para p≤ 

0,05 (Wilcoxon). 
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Figura 12. Número de colonias de azotobacter presentes en el suelo antes y después de la 

aplicación de extractos vegetales de hojas de C. aurantiifolia en etanol 70% y C. reticulata en metanol 

70%. Letras distintas en las barras indican que las medias de los tratamientos difieren 

estadísticamente para p≤ 0,05 (prueba T para muestras relacionadas). 

 

El número de colonias de azotobacter no se afectaron cuando se empleó el extracto de C. 

aurantiifolia en etanol 70% con respecto al número de colonias presentes en el suelo no 

tratado (Figura 12). Sin embrago, cuando se empleó el extracto de hojas de C. reticulata en 

metanol 70% el número de colonias disminuyó considerablemente.  
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5. Discusión  

5.1 Obtención de extractos hidroalcohólicos de hojas de C. reticulata y C. aurantifolia  

El género Citrus es originario de Asia tropical (Chanthaphon et al., 2008), pero se encuentra 

distribuido por toda la zona tropical y subtropical (Saonere, 2011); siendo los mayores 

productores Brazil, China, Estados Unidos, Europa y México (Bernardi et al., 2010). Dentro 

de este género se incluyen la naranja, la mandarina, la lima, el limón y la toronja (Siddique 

et al., 2011), todas estas plantas son ricas en metabolitos secundarios (Johann et al., 2007) 

entre los que se encuentran azúcares, terpenoides (Ekwenye y Edeha, 2010), compuestos 

fenólicos como los flavonoides (Gashemi et al., 2009) y carotenoides (Afshar et al., 2011).  

Los métodos de extracción permiten la separación de los compuestos biológicamente 

activos de las plantas con el empleo de solventes con similar polaridad a la de éstos (Tiwari 

et al., 2011); las técnicas de extracción tradicionales provocan la degradación de parte de 

los elementos biológicamente activos ya que son expuestos a elevadas temperaturas por 

largos períodos de tiempo (Kamran et al., 2010) y requieren grandes cantidades de solvente 

(Wang et al., 2006). En este estudio se utilizó como método de extracción la técnica de 

extracción asistida por ultrasonido, y se obtuvieron extractos con elevada concentración de 

metabolitos secundarios en 20 minutos, sin el empleo de solventes orgánicos.  

La extracción asistida por ultrasonido ha sido empleada frecuentemente para la extracción 

de fenoles totales (Ma et al., 2009). El ultrasonido provoca el aumento de la permeabilidad 

de la membrana citoplasmática de las células de las plantas provocando su apertura por un 

proceso de cavitación (Swami et al., 2008), lo que facilita la salida de elementos del interior 

de la célula al solvente (Santos et al., 2013). Esta técnica comparada con las técnicas de 

extracción tradicionales favorece la extracción de un máximo de obtención de 

constituyentes biológicos en un menor tiempo, con un menor costo (Ma et al., 2008), con 

menos riesgos de contaminación y en donde se use menor cantidad de solvente (Wang et 

al., 2006).  

5.2 Cuantificación del contenido de fenoles totales. 

Los compuestos fenólicos poseen múltiples propiedades, lo que ha favorecido el desarrollo 

de métodos para su identificación y cuantificación, entre las que se incluyen técnicas 

cromatografías y espectrofotométricas (Lorrain et al., 2013). El método de Folin Ciocalteu 

(1927), es un método colorimétrico (Luís et al., 2012) y espectrofotométrico (Khoddami et 

al., 2013) estándar para la cuantificación de fenoles (Medina et al., 2011), que se basa en 
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la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-

Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sódico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol 

(Gutiérrez et al., 2008) y forman complejos fosfomolíbdico-fosfotúngstico (Stratil et al., 

2008). La transferencia de electrones a pH básico reduce los complejos fosfomolíbdico-

fosfotúngstico en óxidos cromógenos de color azul intenso (Jadhav et al., 2012), de 

tungsteno (W8O23) y molibdeno (Mo8O23), siendo proporcional este color al número de 

grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez et al., 2008). El método de Folin Ciocalteu es un 

método de cuantificación rápido y es válido en cuanto a repetitividad, reproducibilidad, 

linealidad y precisión (Butnariu et al., 2012); no obstante, existen diferencias en cuanto a la 

unidad de medida empleada para los resultados analíticos, porque se utilizan 

indistintamente mg equivalentes de ácido gálico/g de peso fresco (Lu et al., 2011), mg 

equivalentes de ácido gálico/g de extracto pesado (Lobo et al., 2011; Abdullah et al., 2012), 

g de ácido gálico/g de extracto seco (Cepoi et al., 2009) y mg equivalentes de ácido gálico/g 

de corteza fresca o pulpa fresca (López et al., 2010) mg equivalentes de ácido gálico/ g de 

muestra (Ho et al., 2010), lo cual impide una adecuada comparación entre resultados de 

diferentes trabajos científicos. 

Se han realizado cuantificaciones de fenoles en extractos acuosos de Citrus aurantiifolia y 

de jugos del fruto de Citrus reticulata que muestran concentraciones superiores a los 

404,27±2,89 mg equivalentes de ácido gálico/100 g de extracto (Hameed, 2009) y 800 µg 

equivalentes de ácido gálico/mL de extracto (Rekha et al., 2012), respectivamente. Los 

extractos evaluados en el presente trabajo se obtuvieron a una concentración de 0,1 gramo 

de material vegetal por mL de solvente, los resultados de la cuantificación de fenoles totales 

se expresaron en mg de ácido gálico/mL de extractos, por lo que las concentraciones de 

fenoles totales obtenidas son modularmente superiores. Lo anterior demuestra que las 

hojas de estas plantas son una excelente fuente de obtención de estos metabolitos 

bioactivos y corrobora que la técnica de extracción empleada es efectiva para estos fines. 
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5.3 Determinación de la actividad antifúngica in vivo de extractos hidroalcohólicos 

de hojas de C. reticulata y C. aurantifolia  

5.3.1 Estandarización del uso del inóculo infectivo para la determinación de la 

actividad antifúngica in vivo de extractos hidroalcohólicos de C. reticulata y C. 

aurantifolia en plantas de tomate. 

En el proceso de desarrollo de una enfermedad es de mucha importancia el modo de 

inoculación mediante el cual el patógeno (inóculo) se pone en contacto con el hospedante 

a través de diferentes formas (Herrera y Mayea, 1994).  

En experimentos in vivo, generalmente, se utilizan dos formas de inóculo infectivo: 

suspensiones de conidios (Saleem et al., 2011) y suspensiones de micelio (Cruz et al., 

2010); ambas son formas de inóculo infectivo rápidas, fáciles, prácticas, reproducible para 

la inducción de la enfermedad en condiciones de campo (Bernal et al., 2009 y Leiva et al., 

2010). Éstas dos formas de inóculo infectivo han sido utilizadas en investigaciones para 

determinar la expresión de la resistencia sobre un determinado hospedante (Islam et al., 

2001; Nutsugah y Wilson, 2007; Rahmanpour et al., 2011; Akhatar et al., 2012), para 

determinar la efectividad de extractos vegetales (Sallam, 2011) y de extractos obtenidos a 

partir de antibióticos de bacterias con actividad antifúngica (Hwang et al., 2001 y Lee et al., 

2003). Se han empleado también para probar la efectividad de microorganismos 

antagonistas (Bernal et al., 2006 y Carrión et al., 2011) y filtrados bacterianos (Cruz et al., 

2010), además se utilizan en estudios donde se caracteriza el desarrollo de diferentes 

enfermedades fungosas (Vloutoglou y Kalogerakis, 2000).  

Los hongos son diseminados generalmente por esporas aunque en algunos casos pueden 

esparcirse a partir de fragmentos de hifas y micelio (Agrios, 2005), para lo que utilizan 

disímiles mecanismos de dispersión por el aire, la lluvia, los vectores (Lucas, 1998), 

salpicaduras de agua y restos de cosechas (Martínez et al., 2007). Anteriormente se ha 

demostrado la eficacia de suspensiones de conidios de P. fulva como inóculo infectivo en 

tomate para desarrollar el moho foliar del tomate (Bernal et al., 2009), técnica que emplean 

la mayoría de los investigadores que trabajan con este patógeno (Matthieu et al., 1989 y  

Džamić et al., 2010). Sin embrago, también se ha demostrado la eficacia del empleo de 

suspensiones miceliares de Mycospharella fijensis como métodos para la inoculación 

artificial para el desarrollo de Sigatoka negra en plátano (Leiva et al., 2010). P. fulva 

pertenece a la familia Mycosphaerellaceae, y posee semejanzas a M. fijensis en cuanto al 

ciclo de vida y modo de infección (Crous et al., 2000). En el presente trabajo no se 
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encontraron diferencias entre las suspensiones miceliares y las de conidios con respecto al 

porcentaje de área foliar afectada en la planta, lo que demuestra que se pueden emplear 

indistintamente una u otra forma de inoculo infectivo de P. fulva con estos fines. 

5.3.2 Determinación del efecto de los extractos hidroalcohólicos de Citrus reticulata 

y Citrus aurantifolia en plantas de tomates in vivo en condiciones no controladas.  

Una enfermedad es el resultado de complejas interacciones entre un patógeno, la planta 

hospedante y el medio ambiente; en el caso de los hongos debe ocurrir antes del proceso 

de penetración, la germinación del mismo, asegurando el establecimiento del patógeno 

sobre la planta (Echemendía et al., 2010).  

En la literatura consultada no se han encontrado muchos trabajos de evaluación de 

actividad antifúngica de extractos vegetales frente a P. fulva.  

El extracto de C. reticulata en metanol presentó los mejores resultados cuando se aplicó a 

las 24 horas, a las 48 horas y a las 24 y 48 horas post-inoculación, lo que sugiere que tiene 

una mayor actividad cuando se ha habido penetración del patógeno. Esto puede deberse 

al efecto que posee este extracto sobre la inhibición del crecimiento micelial de   P. fulva 

por la presencia de compuestos como las quinonas (Iglesias, 2012). La actividad 

antimicrobiana de las quinonas se basa en su capacidad de formar complejos irreversibles 

con los aminoácidos hidrofílicos de las proteínas de membranas microbiales, lo cual 

conduce a la inactivación de estas. Su blanco más probable lo constituyen las adhesinas 

expuestas en la superficie de las membranas y los polipéptidos presentes en la paredes 

celulares (Domingo y López-Brea, 2003). Además, el radical O2
- puede reaccionar al reducir 

quinonas y complejos de metales de transición Fe-Cu, afectando la actividad de enzimas 

que contengas estos metales (Camarena, 2006) y ocasionando estrés oxidativo, con la 

consecuente muerte celular. 

Resultados similares se han alcanzado con extractos de Achillea millefolium, Artemisia 

camphorata, Cymbopogon citratus y Rosmarinus officinalis contra P. fulva en plantas de 

tomate (Itako et al., 2009), así como con extractos de Azadirachta indica, Cassia fistula y 

Cannabis sativa contra Sclerotium rolfsii (Farooq et al., 2010). 

El extracto de C. aurantiifolia en etanol 70% mostró los mejores resultados a los siete y 14 

días de evaluación cuando se empleó antes de la inoculación del hongo, lo que indica que 

este extracto tiene una actividad preventiva cuando se aplica antes de la llegada del hongo; 

esto puede deberse a la capacidad que tiene este extracto para inhibir la germinación de 
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esporas y el crecimiento micelial de P. fulva (Iglesias, 2012). La actividad antifúngica de 

este extracto se le atribuye a la presencia de flavonoides (Iglesias, 2012).  

La actividad antimicrobiana de los flavonoides se debe a su capacidad de alterar las zonas 

hidrofóbicas e hidrofílicas de la membranas microbiales, interfiriendo con su fluidez, además 

de provocar la fusión de orgánulos citoplasmáticos (Saleem et al., 2010). Del mismo modo, 

estos compuestos pueden formar complejos con la pared de las células microbianas y las 

proteínas solubles en el citoplasma, alterando la función de estas estructuras (Cushnie y 

Lamb, 2005). Los flavonoides también inhiben la síntesis de ADN y ARN microbiano, a 

consecuencia de que su anillo β se intercala en la doble hélice de la molécula, e interfiere 

con la incorporación de precursores radioactivos de los ácidos nucleicos, afectando así la 

síntesis proteica. Además, actúan como potentes inhibidores enzimáticos, debido a las 

interacciones que se producen entre el residuo de azúcar de su anillo aromático y el centro 

activo de las proteínas. Estos polifenoles pueden potenciar su actividad antimicrobiana al 

combinarse con residuos metálicos y al actuar de modo sinérgico con otros flavonoides 

(Cushnie y Lamb, 2005). Además, los flavonoides pueden afectar diferentes componentes 

de la cadena respiratoria siendo el complejo II (succinato deshidrogenada) uno de los más 

sensibles a la acción de estos metabolitos (Hodnick, et al, 1986; Trassi et al., 2007). Todos 

estos modos de acción pudieran explicar el efecto preventivo de este extracto. Resultados 

similares se han obtenido con la aplicación de extractos de Lippia dulcis (Trev.) sobre 

plantas de tomate antes de la inoculación de Alternaria solani (Pupo, 2007). 

El extracto de C. aurantifolia en etanol 70% también exhibió buenos resultados en la 

evaluación a los 14 días de inoculación cuando se aplicó a las 24 horas y cuando se aplicó 

a las 48 horas post-inoculación, por lo que podría tener un importante efecto curativo, luego 

de la penetración del patógeno. Esto puede deberse a que los flavonoides, como se había 

mencionado anteriormente actúan como potentes inhibidores enzimáticos, debido a las 

interacciones que se producen entre el residuo de azúcar de su anillo aromático y el centro 

activo de las proteínas. Estos polifenoles pueden potenciar su actividad antimicrobiana al 

combinarse con residuos metálicos y al actuar de modo sinérgico con otros flavonoides 

(Cushnie y Lamb, 2005). Además, los flavonoides debido a sus características estructurales 

poseen bajos potenciales oxidativos que les permiten reducir el Fe3+ y el Cu2+ para sufrir 

una autooxidación, o incluso involucrarse en un proceso de ciclaje redox, actuando de esta 

manera como agentes prooxidantes (Martínez et al., 2002 y Pérez, 2003); de esta forma, 

pudieran inhibir la enzima SOD citoplasmática Cu-Zn. Por otra parte, también se ha 
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demostrado que flavonoides con un grupo catecólico, como miricetina, baicaleína, 

quercetina, epicatequina, catequina y fisetina, son capaces de generar H2O2 en solución 

amortiguadora acetato pH 7,4, al donar un átomo de hidrógeno de su estructura al oxígeno 

por conducto de un O2
-. (Miura et al., 1998). También, la naringenina, la naringina, la 

hesperitina y la apigenina, por medio de sus respectivos radicales fenoxilos prooxidantes, 

pueden oxidar al NADH en el sistema peroxidasa/ H2O2, los radicales NAD originados 

pueden generar H2O2 en el medio (Chan et al., 1999), todo lo cual contribuye a la generación 

de estrés oxidativo, mecanismo que pudiera ocasionar la muerte celular. 

Resultados similares se han obtenido a las 24 horas post-inoculación con la aplicación de 

extractos de Cleome viscosa, Lantana camara y L. dulcis contra A. solani en plantas de 

tomate (Pupo et al., 2007), y con extractos de Hedera helix y Paeonia suffruticosa contra P. 

infestans también en tomate (Röhner et al., 2003)  

5.4 Determinación del efecto de los extractos hidroalcohólicos de Citrus reticulata y 

Citrus aurantifolia en la microbiota del suelo. 

El suelo es considerado un especio heterogéneo definido por sus características físicas, 

químicas y biológicas, que bajo condiciones naturales tiende a desarrollar un equilibrio 

dinámico entre sus diferentes atributos, lo que genera las condiciones adecuadas para una 

diversidad de organismos principalmente bacterias y hongos (Reyes y Valery, 2007). La 

microbiota del suelo juega un papel importante en el ecosistema ya que participa en la 

adquisición de nutrientes, en el ciclo del nitrógeno, carbono y biogeoquímicos y además, en 

la formación del suelo (van der Heijden et al., 2008) también juega un papel importante en 

la fertilidad, (Reyes y Valery, 2007) y en la detoxificacion de residuos de fungicidas (Sherif 

et al., 2011). Algunos de los microorganismos del suelo producen compuestos con 

propiedades antimicrobiales y antifúngicas por lo que son usados como control biológico 

(Kristek et al., 2006). Debido a la importancia de la microbiota del suelo, probar el efecto de 

fungicidas sobre éste, tiene gran significación, porque aunque no se apliquen directamente 

sobre el suelo (Martínez et al., 1998) pueden tener efectos perjudiciales sobre ellos (Fawole 

y Olowonihi, 2009). 

Los extractos de limón etanol y mandarina metanol, probados en este trabajo no dañaron 

la microbiota del suelo, en contraste con los fungicidas químicos que provocan daños sobre 

el suelo ya que reducen el número de microorganismos, actividad bioquímica y diversidad 

(Monkiedje y Spiteller, 2005;Cycoń y Piotrowska, 2007; Fawole y Olowonihi, 2009), afectan 

la germinación de esporas y el crecimiento de las hifas de algunos hongos y micorrizas (Zou 
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et al., 2007; Chiocchio et al., 2000) los que provoca la rutura de la cadena alimenticia y con 

ello el disturbio del balance natural (Sherif et al., 2011). 

Los extractos de hojas de C. aurantiifolia en etanol 70% y C. reticulata en metanol 70% 

pueden considerarse una alternativa como estrategia de control de P. fulva en plantas de 

tomate, que no causa daños adversos al ecosistema. 
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6. Conclusiones  

 

1. Las suspensiones de conidios y de propágulos, permitieron una correcta infección y 

desarrollo de los síntomas de la enfermedad en plantas de tomate, tanto a los 7 

como a los 14 días de inoculación.  

2. El extracto de C. reticulata en metanol 70% resultó efectivo en el control de P. fulva, 

mostrando un efecto curativo, mientras que el extracto de C. aurantiifolia en etanol 

70% fue efectivo con efecto preventivo y curativo. 

3. Los extractos de C. reticulata en metanol 70% y C. aurantiifolia en etanol 70% no 

presentaron efectos negativos sobre la microbiota del suelo.  
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7. Recomendaciones  

 

4. Determinar de la actividad antifúngica en condiciones no controladas con una 

aplicación del extracto evaluado, a los siete días de la inoculación.  

5. Determinar de la actividad antifúngica en condiciones no controladas con los 

extractos a otras concentraciones de fenoles totales con el fin de optimizar su 

utilización. 

6. Realizar pruebas de toxicidad tópica del extracto en humanos. 
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                                                                                                                                                                     Anexos            

 
 

Anexo 1 Historial Meteorológico de la provincia Sancti Spírirtus en los meses de enero, febrero y 

marzo.  

Fecha Temperatura máxima 
diaria ( °C) 

Temperatura mínima 
diaria( °C) 

30-1-2013 29 19 

31-1-2013 29 20 

1-2-2013 29.4 20 

2-2-2013 29.4 21.7 

3-2-2013 31 19 

4-2-2013 30 20 

5-2-2013 28.3 18.9 

6-2-2013 28.3 21 

7-2-2013 29.4 18.9 

8-2-2013 28.9 20 

9-2-2013 30 20 

10-2-2013 30 21.1 

11-2-2013 30.6 20.6 

12-2-2012 30 20.6 

13-2-2013 29.4 17.8 

1-3-2013 28.3 20 

2-3-2013 28.3 19.4 

3-3-2013 23.9 18.9 

4-3-2013 28.3 17.8 

5-3-2013 27.2 16.1 

6-3-2013 27.8 19.4 

7-3-2013 31.1 19.4 

8-3-2013 29.4 18.3 

9-3-2013 27.2 16.1 

10-3-2013 27.8 16.7 

11-3-2013 28.3 17.2 

12-3-2013 27.8 18.3 

13-3-2013 25.6 21.1 

14-3-2013 28.9 19.4 

15-3-2013 28.9 20.6 

 

 

 

 

 

 


