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The biocidal action of fique juice on the phytopathogen C. gloeosporioides, which causes anthracnose
in tamarillo fruit was evaluated. Concentrations of 1,000, 10,000 and 100,000 pg mL* amended
in the PDA culture medium were analyzed and tree levels of fermentation which were 0, 4 and 8
days. Mycelial discs of 1.1 cm in diameter were placed in different experimental units and the in
vitro growth area was measured after a period of 8 days using the Image] software. Only statistically
significant differences (P<0.05) occurred between concentrations and between the interaction of
two factors. The Maximum inhibition of the pathogen was obtained by using a concentration of
100,000 pg mL* and 8 days of fermentation.

RESUMEN

Se evalud la accién biocida del jugo de fique frente al fitopatégeno C. gloeosporioides, causante de la antracnosis en tomate de
arbol. Se analizaron concentraciones de 1.000, 10.000 y 100.000 pg mL* enmendadas en medio de cultivo PDA y tres niveles de
fermentacidn que correspondieron a 0, 4 y 8 dias. Discos de micelio de 1,1 cm de didmetro fueron colocados en las diferentes
unidades experimentales y el area de crecimiento in vitro fue medido después de un periodo de 8 dias utilizando el software
Image]. Solo se presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) entre las concentraciones estudiadas y entre
la interaccién de los dos factores. La maxima inhibicién del patdgeno se obtuvo al emplear una concentraciéon de 100.000 pg

mL1y 8 dias de fermentacion.
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INTRODUCCION

Se precisa que dentro de los cultivos fruticolas del
departamento de Narifio, el tomate de arbol (Solanum
betaceum Cav.) constituye una alternativa de gran im-
portancia socioeconémica, pero en Colombia este se ve
afectado por la antracnosis, la cual es una enfermedad
de gran trascendencia debido a su amplia distribucién
y a la magnitud de las pérdidas post-cosecha que oca-
siona, ya que si no se controla estas pueden llegar al
100% (Saldarriaga et al., 2008).

La antracnosis es causada por el hongo C. gloeos-
porioides y ataca hojas, ramas jovenes, inflorescencias
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y frutos, manifestandose con la presencia de manchas
necroéticas que afectan el valor comercial del producto
(Lobo, 2004).

Dinham y Malik (2003), establecen que los plagui-
cidas sintéticos han generado beneficios en la produc-
ciéon agricola, sin embargo el empleo inadecuado de
los mismos, expresado en términos de tipo, toxicidad,
numero de aplicaciones y dosificaciéon han producido
contaminacién sobre el suelo, agua, aire y productos
agricolas, por la acumulacién de residuos potencial-
mente dafiinos a la salud humana y de los animales. Por
tanto, segun Staufer et al. (2000), el interés por el uso
de los extractos vegetales con este fin se ha incremen-
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tado considerablemente, con prometedores resultados
de investigaciones in vitro e in vivo, con especies de
plantas de diferentes ambientes ecolégicos y abundan-
tes en la naturaleza.

De acuerdo a los estudios realizados por Rojas
(2008), se encontré que el jugo de fique (Furcraea gi-
gantea Vent.) se puede utilizar como biofungicida de-
bido a que posee metabolitos secundarios como sapo-
ninas y alcaloides, los cuales pueden ser los responsa-
bles de su actividad antifingica. Ademas, su empleo en
este tipo de productos contribuiria a disminuir el gran
impacto ambiental que causa su vertimiento en rios y
quebradas después de su extraccion.

El objetivo de la presente investigacidn fue estudiar
la actividad biocida del jugo de fique sobre Colletotri-
chum gloeosporioides, causante de la antracnosis en el
tomate de arbol.

MATERIAL Y METODO
Localizacion

Esta investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio
de Fitopatologia de la Universidad de Narifio, ubicada
al noroeste de la ciudad de San Juan de Pasto, departa-
mento de Narifio, Colombia (01°12'13” Ny 77°15'23”
0), a una altitud de 2.540 m.s.n.m y temperatura pro-
medio de 18°C.

Aislamiento de Colletrotrichum gloeosporioides

Se llevé a cabo el protocolo de Agrios (2005). El pa-
togeno se aislé de una hoja infectada de arbol de to-
mate, seleccionando varios cortes pequefios de 5 a 10
mm? a partir del borde de la lesién contagiada con el
fin de obtener tejidos enfermos. Esos cortes se sumer-
gieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 10% y
al cabo de 30 segundos se tomaron asépticamente y se
secaron con trozos de papel estéril. Finalmente se ino-
cularon sobre el medio nutritivo PDA acidificado con
acido sulftirico al 98,5%. El patégeno se purificé por
transferencia continua a nuevas cajas de Petri hasta
obtener una colonia pura de C. gloeosporioides.

Adquisicion y preparacion del jugo de fique.

Las pencas de fique variedad negra comun fueron
adquiridas del municipio de Narifio en el departamen-
to de Narifio. Estas se sometieron a un proceso de lava-
do y posteriormente fueron desinfectadas con hipoclo-
rito de sodio a una concentraciéon de 100 pg mL™.

La extraccion del jugo de fique se realiz6 emplean-
do un molino de rodillos y se filtré usando lienzos de-
bido a la alta cantidad de residuos s6lidos presentes. El
jugo de fique utilizado en fresco se pasteurizé inmedia-
tamente después de su extraccidn, mientras que el jugo
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fermentado durante 4 y 8 dias se pasteurizé después
del proceso de fermentacion. El tratamiento térmico
empleado fue 75°C durante 2 min.

Eljugo de fique se ferment6 empleando la metodolo-
gia expuesta por Alvarez et al. (2010), en la cual la frac-
cidn final filtrada de jugo fue fermentada de manera ae-
rébica a una temperatura constante de 33°C en una mu-
fla. Este proceso se realiz6 en un periodo de 4 y 8 dias.

Sensibilidad del
gloeosporioides

fitopatégeno Colletrotrichum

El comportamiento in vitro del patégeno se deter-
miné con el drea de crecimiento. Para esto, discos de
micelio de 1,1 cm de didmetro de C. gloeosporioides
obtenidos con sacabocado fueron establecidos en cajas
Petri con medio PDA enmendado con las concentracio-
nes de jugo de fique evaluadas: 1.000,10.000y 100.000
pug mL % Los tratamientos se realizaron empleando vo-
limenes de 60, 600 y 6.000 uL de jugo de fique, respec-
tivamente, los cuales se introdujeron en matraces Er-
lenmeyers de 60 mL y se aforaron con medio de cultivo
PDA. Para el caso del tratamiento control, los discos de
micelio del fitopatégeno fueron inoculados en medio
PDA sin adicion de jugo de fique. Cada unidad experi-
mental fue evaluada mediante el software Image] des-
pués de un periodo de incubacién de 8 dias a tempera-
tura promedio de 18°C. El drea de crecimiento (AC) del
fitopatégeno se determiné mediante la ecuacién 1:

AC=AMCT-AS (D

Donde: AMCT es el 4rea media de la colonia creciendo
en tratamiento y AS es el drea del sacabocado (Alvarez
etal 2010).

Analisis estadistico

Se empled un disefio multifactorial categérico, con
tres repeticiones por tratamiento, cada placa constitu-
y6 una unidad experimental. Se analizaron tres niveles
de fermentaciéon que correspondieron a 0, 4 y 8 dias
y concentraciones de 1.000, 10.000 y 100.000 ug mL™.
Los andlisis de resultados se desarrollaron utilizando
el software Statgraphics© Plus 5.0. Las diferencias es-
tadisticas entre los resultados fueron calculadas me-
diante un andlisis de varianza (ANOVA). Se emple6 la
Prueba de Rangos Multiples (LSD de Fisher) para indi-
car las diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de los tratamientos evaluados.

RESULTADOS Y DISCUSION
El andlisis de varianza mostré que hubo diferencias

estadisticamente significativas (P<0,05) entre las con-
centraciones de jugo de fique estudiadas y la interac-
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cion entre estas y los dias de fermentacion con respec-
to al area de crecimiento de C. gloeosporioides.

La Figura 1 presenta el comportamiento que exhi-
bié el fitopatégeno entre los medios que fueron enmen-
dados con las concentraciones analizadas. Se observo
que el jugo de fique ejerce una accién biocida sobre
C. gloeosporioides y que a mayores concentraciones
su area de crecimiento disminuyo, encontrando que a
100.000 pg mL* se presentd el minimo crecimiento del
hongo. Por tanto, el crecimiento del micelio del fitopa-
toégeno fue directamente influenciado por la concentra-
cién del extracto de fique.

En estudios realizados por Gémez (2002), se obtu-
vo que entre el 1,0 y 2,0% hubo inhibicién del micelio
del patégeno y la afectaciéon empieza a ser severa desde
el 1% y se inhibe completamente a partir del 5%.

También, en investigaciones in vitro desarrolladas por
el MADR (2006), se determin6 que el extracto de fique
inhibe el desarrollo micelial de C. gloeosporioides cuando
la concentracién en el medio PDA es superior al 5%.

Estos resultados presumiblemente se deben ala gran
proporcion de metabolitos secundarios presentes en el
extracto de fique (Gomez y Vanegas, 2001; Preciado y
Rangel, 2006), como alcaloides (Valencia et al, 2007),
flavonoides, saponinas y triterpenos (Guenounea et al,
2001), los cuales estan formados a través de las rutas de
obtencion de los metabolitos primarios y por procesos
bioquimicos ayudados por enzimas provenientes de ca-
denas de oxidaciones y reducciones y han demostrado
tener una fuerte actividad antibacterial y antifiingica
(Sanabria, 1983; Verpoorte y Memelink, 2002). As{ mis-
mo, Fuertes et al. (1998), indican que la accién antifin-
gica de los alcaloides presentes en un extracto vegetal
como el jugo de fique, podria deberse a la presencia de
nitrégeno en su estructura como amina o amida interfi-
riendo en el desarrollo del patégeno a evaluar.

Accidn biocida del jugo de fique sobre Colletotrichum gloeosporioides

Al comparar los resultados obtenidos con los de otras
investigaciones realizadas sobre maracuya (Morillo,
1998), mango (Gutiérrezetal,2003; Rondon etal, 2006)
y papaya (Gonzalez et al, 2007), las concentraciones de
fungicidas sintéticos como Dithane, Imazalil, Prochloraz
(Funcloraz), Benomil (Benlate), Mancozeb y sulfato de
cobre (Phyton 27) empleadas para inhibir el crecimiento
de C. gloeosporioides fueron menores al relacionarlas con
las de jugo de fique utilizadas en esta investigacion, ya
que en el caso del tratamiento de antracnosis de maracu-
ya se present6 una inhibicion total a partir de 100 pg mL™*
con Dithane y para el mango al usar Imazalil y Prochlo-
raz se tuvo una concentracion letal media a 39 pg mL?!
y 21 pg mL?, mientras que para inhibir al fitopatégeno
con jugo de fique se requieren mayores concentraciones,
obteniéndose una inhibicién total a 100.000 pg mL™.

Lo anterior, presumiblemente se debe a que el extracto
de fique presenta 85% de humedad y tan solo el 8% del vo-
lumen total representa la parte organica y amorfa (MADR,
2006), en la cual se encuentra los principios activos (meta-
bolitos secundarios) reportados como antifiingicos.

El andlisis de varianza mostré que no hubo diferen-
cias significativas (P>0,05) entre los dias de fermen-
tacion estudiados, lo cual posiblemente se explica de-
bido a que en ensayos preliminares desarrollados por
Benavides et al. (2010), en los cuales se realiz6 la de-
teccidn cualitativa mediante reacciones colorimétricas
y cromatografia de capa fina de metabolitos secunda-
rios como flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos,
esteroides, glicésidos cardiotdnicos, alcaloides y sa-
poninas, en el jugo de fique fresco y fermentado de las
variedades ufia de aguila y negra comuin procedentes
de El Tambo y Guaitarilla (Narifio), se encontr6 una va-
riabilidad de metabolitos secundarios como saponinas
esteroidales y triterpénicas tanto en el jugo de fique
fresco como en el jugo fermentado de las dos varieda-
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Figura 1. Comportamiento de C. gloeosporioides bajo diferentes concentraciones y dias de fermentacion de jugo de fique.

Figure 1. Behavior of C. gloeosporioides under different concentrations and fermentation days of fique juice.

CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS

15



Santander et al. / Agro Sur 42(2): 13-17, 2014

des. Por tal razén, al establecer que en las dos clases
de jugo se encuentran los componentes que otorgan la
accion biocida se infiere que no hubo diferencias entre
los tratamientos, sin embargo, es necesario un andlisis
cuantitativo para conocer cdmo influye la fermentacién
en la concentracion de estos metabolitos.

Ademas segtn los efectos de interaccién entre los
factores evaluados en esta investigacion (Figura 1), se
obtuvo que en el dia 8" de fermentacién, a una con-
centraciéon de 100.000 pg mL* se encontré la mayor
inhibicién de C. gloeosporioides. La Figura 2 muestra
la comparacién entre las diferentes concentraciones
analizadas en este nivel de fermentacién. La inhibicién
del crecimiento micelial al emplear saponinas se alude
presumiblemente a la desactivacién de la sintesis de
varias enzimas a nivel de la célula y del metabolismo
del fitopatégeno (Preciado y Rangel, 2006).

La investigaciéon en este sentido debe continuar
realizdndose en campo y bajo condiciones de cultivo
comerciales, con el fin de determinar la residualidad

del producto en el tomate de arbol, su accién para el
consumo humano y el medio ambiente, ya que su uso
como biofungicida constituye una alternativa para re-
emplazar los insumos sintéticos, los cuales generan
costos superiores al productor y su empleo se esta res-
tringiendo, ya que han producido respuestas ambien-
tales y toxicoldgicas en la salud del consumidor.

CONCLUSIONES

Bajo condiciones in vitro, se demostré que el jugo
de fique de la especie Furcraea gigantea Vent., ejercio
un efecto biocida frente al fitopatégeno Colletotrichum
gloeosporioides.

La inhibicién en el crecimiento de Colletotrichum
gloeosporioides aument6 a medida que se incrementé
la concentracién de jugo de fique, encontrando que el
area minima de crecimiento del fitopatégeno se pre-
sentd a una concentraciéon de 100.000 pg mL! y em-
pleando 8 dias de fermentacién del jugo de fique.

100000 ng/mL*

Figura 2. Sensibilidad del patégeno C. gloeosporioides bajo diferentes concentraciones de jugo de fique en el dia 8" de fermentacién.

Figure 2. Sensitivity of the C. gloeosporioides pathogen under different concentrations of fique juice in the day 8" of fermentation.
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