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Disminucion de la marchitez causada por Fusarium
en tomate con extracto de Citrus paradisi

Dorian A.Rodriguez!
José O. Montillal

RESUMEN. Se evalu6 el efecto del extracto de semilla de Citrus paradisi (Citrex) sobre la marchitez causada
por Fusarium oxysporum {f. sp. lycopersici in vitro y sobre la marchitez causada por el mismo patégeno en to-
mate. En el primer caso, se probaron concentraciones de 0,10,25,50,75,100 y 1000 mg/L i.a.de Citrex para de-
terminar la dosis media efectiva (DE,,). Se encontré un efecto reductor de Citrex sobre el crecimiento mice-
lial del hongo (P<0,01) con una DE, de 63 mg/L.Para la evaluacién del efecto del extracto sobre la marchitez
en plantas de tomate se utilizaron cinco tratamientos: inmersion de raices de plantas en la solucién de Citrex
antes del trasplante, aplicacion semanal al follaje;aplicacién semanal al suelo; aplicacién semanal al suelo y al
follaje;e inmersion de raices de plantas al trasplante més la aplicacion semanal al suelo. El testigo fue suelo in-
festado sin la aplicacién del producto. La inmersién de raices de plantas en la solucién de Citrex mas la aplica-
cién semanal al suelo logré reducir la marchitez en un 85%,seguido por la aplicaciéon combinada al suelo y al
follaje con un 64% de reduccién.La aplicacion de Citrex al follaje o al suelo ocasioné una reduccién del 42%.
Los resultados indican la posibilidad de controlar patégenos del suelo con el uso del extracto de semilla de C.
paradisi.
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ABSTRACT. Decrease in wilt caused by Fusarium on tomato by means of extract of Citrus paradisi. Citrus
paradisi seed extract (Citrex) was evaluated on Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici in vitro and on tomato
wilt caused by the same pathogen.In the first instance, concentrations of 0,10,25,50,75,100 and 1000 mg/L a.i.
of Citrex were tested to determine the effective dose (EDs).A reducing effect of Citrex on the mycelial growth
of the fungus was found (P<0.01),with an ED, of 63 mg/L. In order to determine the effect of the extract on
wilting of tomato plants, five treatments were evaluated:immersion of plant roots in a solution of Citrex before
transplant, weekly application to the foliage, weekly application to the soil; weekly application to the foliage
and to the soil;and immersion of plant roots at transplant plus weekly application to the soil. The control was
infested soil without application of the product. The immersion of roots in the Citrex solution plus weekly
application to the soil reduced wilting by 85% followed by the combined application to the soil and foliage with
a 64% reduction. The application of Citrex to the foliage or the soil caused a reduction of 42%. The results
indicate that it is possible to control soilborne pathogens with the C. paradisi seed extract.

Key words: Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Plant extract,Soilborne pathogen, Citrex, Tomatoes.

La marchitez en tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) causada por Fusarium oxysporum Schlech-
tend.:Fr. f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder & H. N.
Hans. tiene amplia distribucién en Venezuela (Urtiaga
1986, Diaz-Polanco y Diaz 1973, Reyes y Sanabria
1997) y el mundo (Jones 1991). El pat6geno es un ha-

bitante del suelo que también puede diseminarse por
semilla (Abdalla et al. 1998).

Los Fusarium causantes de marchitez siguen un
patrén similar de infeccién; penetran por la raiz y co-
lonizan en el tallo de las plantas el sistema vascular
(Turlier et al. 1994). Sin embargo, la colonizacion, se
restringe tanto en cultivares resistentes como suscep-
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tibles a la regién de entrada inicial del patégeno, debi-
do a la oclusién de los vasos por geles, deposiciones de
calosa y tilosas (Beckman 1990, Mueller et al. 1993,
Tessier et al. 1990).En los cultivares susceptibles, la co-
lonizacién continda (distribucién secundaria) cuando
los geles y las calosas son degradados por efecto de
enzimas pectoliticas del patégeno (Deese y Stahmann
1962) y el crecimiento de las tilosas inhibido (Beck-
man 1990). En los cultivares resistentes, flavonoides
del tipo de las catequinas y sus productos de oxidacion
inactivan las enzimas (Deese y Stahmann 1962), y la
distribucién secundaria es confinada a los puntos de
infeccion inicial (Elgersma et al. 1972, Tessier et al.
1990).

No obstante, a que la generacion de cultivares re-
sistentes constituye el avance mas importante en el
control de esta enfermedad, especialmente contra las
razas 1 y 2 del hongo, se contindan presentando focos
de infeccion en los cultivos. Por otra parte, la eficacia
de los fungicidas en el control de la marchitez no esta
comprobada, aunque a nivel in vitro se han obtenido
algunos resultados positivos, asi como con control bio-
16gico (Jiménez y Sanabria 1997a y b).

La busqueda de nuevas alternativas de control
que complementen la resistencia genética constituye
una de las prioridades actuales en el manejo de la en-
fermedad.En ese sentido, el uso de productos natura-
les es una de las medidas en las que se esta haciendo
énfasis porque permite un control de la plaga con da-
fios minimos al ambiente. Entre los productos natura-
les, los extractos de plantas han demostrado tener
efectos positivos en el control de patégenos foliares y
del suelo (Awuah 1994, Lawson et al. 1998, Bower y
Locke 2000, Bravo et al. 2000,Guevara et al. 2000).

Citrex es elaborado a partir del extracto de semi-
lla y pulpa de Citrus paradisi Macf. y ha mostrado te-
ner efecto bactericida y fungicida (http:/w.w.w.nutri-
team.com/MIC.html;Chédvez y Gémez 1995,Park et al.
1995). Citrex es un compuesto organico complejo del
cual no todos los componentes han sido identificados.
Sin embargo, se sabe que algunos de los componentes
activos son glucosidos (y glicdsidos),entre los cuales se
encuentran saponinas, fendlicos, bioflavonoides y li-
monoides citricos. Entre los bioflavonoides mas cono-
cidos estan: quercitina, hesperidina, citrina, catequina,
rutina, rutinosa, flavonol y flavononas (Ecological Re-
source 2000).El extracto de semilla de C. paradisi tam-
bién ha tenido efecto sobre Penicillium sp. in vitro
(Park et al. 1995), lo cual indica que Citrex puede ser
util en el control de varios hongos fitopatgenos.
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Se han realizado algunas evaluaciones prelimina-
res de Citrex (Rodriguez y Montilla 2000) con buenos
resultados. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue la
evaluacion del efecto de Citrex (CitruPar 80MR) en el
desarrollo in vitro de F. oxysporum {. sp. lycopersici y
de la marchitez en plantas de tomate.

Materiales y métodos
Evaluacion in vitro
El hongo se obtuvo de plantas de tomate con sintomas
de marchitez.El hongo se aisld,purificd y conservé en
papa-dextrosa-agar (PDA) a 25-28 °C. El Citrex (Ci-
truPar 80MR) fue agregado al PDA en las concentra-
ciones de 0,10, 25, 50, 75,100 y 1000 mg/L de i.a., des-
pués de la esterilizacién del medio y se colocaron
10-15 ml por caja de Petri.Se colocé un disco de mice-
lio de 4 mm de didmetro de un cultivo de FOL de 7
dias de edad, en el centro de cada caja de Petri; se hi-
cieron cuatro repeticiones por tratamiento y se incu-
baron a ca. 25 °C y 12 h de luz por 10 dias. Se midi6 el
didmetro del crecimiento de la colonia cada 2 dias.
Con los datos recolectados el ultimo dia,se determind
graficamente la Dosis Media Efectiva (DE,), defini-
da como la dosis del producto a la cual el didmetro de
la colonia se redujo a la mitad, y se realiz6 el anélisis
de varianza y la comparaciéon de medias por el méto-
do de Tukey, utilizando el programa Systat versioén 5.0
(Systat, Inc. 1800 Sherman Av. Evaston, IL, 60201
USA)
Evaluacion in vivo
Se realiz6 en plantas sembradas en bolsas de polietile-
no de 2 kg de capacidad, conteniendo una mezcla de
sustrato 2:1 preparado con suelo franco-arcillo-limoso
y cédscara de arroz, esterilizado con vapor e inoculado
con una suspensién de 7 x 10° microconidios del hon-
go/ml en una dosis de 100 ml/bolsa. Los tratamientos
con Citrex se realizaron al momento del trasplante, 25
dias después de la siembra,de la manera siguiente:
T1:Inmersion de las raices de las plantas en la
solucién de Citrex antes del trasplante
T2:Aplicaciéon semanal al suelo
T3:Aplicacién semanal al follaje
T4: Aplicacion al suelo + aplicacion foliar semanalmente
T5: Inmersién de de las raices en la solucién de
Citrex + aplicacion semanal al suelo
Té6: Testigo: suelo infestado sin aplicacién de producto
El Citrex se utilizé en dosis de 1,5 L de producto
comercial en 800 L de agua /ha.En los tratamientos de
inmersion de raices, éstas se dejaron 3 min en la solu-
cién del producto. En los tratamientos de aplicacion



foliar y al suelo, se usaron 10 ml por planta de la mis-
ma solucién. Las plantas estuvieron a exposicion so-
lar normal (condiciones de campo) y se regaron cada
3 6 4 dias segtin se requirié. Se utilizé un disefio com-
pletamente aleatorizado con diez repeticiones. Las
evaluaciones se llevaron a cabo semanalmente hasta
56 dias después del trasplante, basdndose en el grado
de marchitez y de acuerdo a la siguiente escala: 0=Sin
sintomas visibles de enfermedad,1=Marchitez leve, si-
milar a la falta de agua, 2=Similar a grado 1 + hojas
amarillas o secas, en menos del 50% del follaje, 3=Si-
milar a grado 1 + hojas amarillas o secas en 50% o mas
del follaje y 4=Plantas completamente marchitas.

Los valores de las clases se usaron para calcular el
Indice de Marchitez (IM) utilizando la siguiente for-
mula:

Indice de Marchitez (IM) = ---- S ________________
NS

Donde:

n = planta individual

s = severidad de la marchitez (clase)

N = Numero total de plantas

S = Valor maximo de severidad posible de marchitez

Con los valores de IM se construyeron las curvas
de progreso de la enfermedad, se determiné el Area
Bajo la Curva (ABC) (Shaner y Finney 1977) y con és-
te se realizé el andlisis de varianzas y la comparacion
de medias por el método explicado antes. Al término
del experimento (56 dias después del trasplante), se
evaluo la cosecha y se realiz6 el anélisis de varianza y
comparacién de medias de los tratamientos utilizando
el mismo programa.

Resultados

Evaluacion in vitro

Se determiné un efecto reductor significativo
(P<0,01) de Citrex en el crecimiento micelial del hon-
go con todas las concentraciones del producto (Fig.1).
No hubo crecimiento del hongo con la dosis de 1000
mg/L y en los otros tratamientos la reduccién vari6
desde 24% con 10 mg/L hasta 67% con 100 mg/L. Se
realizé la linearizacién de la curva de respuesta a las
dosis de Citrex y se determiné graficamente la DE,
la cual fue de 63 mg/L (Fig. 2);es decir, que a 63 mg/L
se produjo una reduccion del 50% en el avance del
crecimiento diametral del micelio del hongo, en com-
paracion con el testigo.
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Figura 1. Desarrollo micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici
expuesto a Citrex. Barras con diferente letra fueron estadisti-
camente significativas (P<0,01).
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Figura 2. Dosis media efectiva de Citrex (DE,,) sobre F.
oxysporum f. sp. lycopersici in vitro.

Evaluacion in vivo

Se encontraron diferencias significativas (P<0,01) en-
tre los tratamientos en cuanto al ABC (Fig. 3). Se ob-
servd que con la inmersion de las plantas en la solu-
cién de Citrex,més la aplicacion semanal al suelo (T5)
se obtuvieron los valores més bajos de ABC, con una
reduccion del 85% en la marchitez. La aplicacion al
suelo (T2) o la aplicacién al follaje (T3) fueron esta-
disticamente similares y causaron una reduccién del
42%;pero cuando estos dos tratamientos se combina-
ron (T4), la disminucién de la enfermedad se incre-
ment6 al 64% (Fig 3),considerandose el segundo me-
jor tratamiento.

Ademas de la reduccion en los valores totales del
ABC, se observo un retardo en la aparicion de los sin-
tomas en todos los tratamientos (Fig. 4).En el caso del
tratamiento TS se observo un retardo de seis semanas,
mientras que en los tratamientos T2 y T4 fue de cua-
tro semanas.



Area bajo la curva

Tratamientos

Figura 3. Area bajo la curva de progreso de la marchitez cau-
sada por Fusarium en tomate cultivado en bolsas de polietile-
no y tratado con Citrex. Tratamientos: 1=Inmersion de raices
de plantas en la solucion de Citrex antes del trasplante; 2=
aplicacion semanal de Citrex al suelo; 3= aplicacion semanal
de Citrex al follaje; 4= aplicacion semanal al suelo y al follaje;
5= inmersion de raices de plantas en soluciéon de Citrex y
aplicacion semanal al suelo; 6= sin aplicacion de Citrex. Ba-
rras con diferente letra fueron estadisticamente significativas
(P<0,01).
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Figura 4. Curvas de progreso de la marchitez en tomate ba-
jo diferentes tratamientos con Citrex.

En cuanto al rendimiento (Cuadro 1), el trata-
miento TS5 presenté la mayor produccién de tomate
(1,4 kg/planta) en el periodo del experimento, seguido
por T4 (0,515 kg/planta).Se observa una relacion direc-
ta entre la produccién y la reduccién de la marchitez.

Cuadro 1. Rendimiento de tomate por planta después del tra-
tamiento con Citrex para el control de F. oxysporum f. sp.
lycopersici.

Tratamientos Rendimiento

(g/planta)
Inmersion de raices plantas en Citrex 197 a
antes del trasplante
Aplicacién semanal de Citrex al suelo 389b
Aplicacion semanal de Citrex al follaje 284 ab
Aplicacion semanal de Citrex al suelo y 515¢
al follaje
Inmersion de raicesplantas en Citrex antes 1428 d
del trasplante y aplicacion semanal al suelo
Sin aplicacion de Citrex (testigo) 196 a

Discusion

El Citrex ocasioné una reduccién del crecimiento mi-
celial del hongo y de la marchitez del tomate. La prue-
ba in vitro demostré un efecto directo del producto
sobre el hongo y aunque en este trabajo no se deter-
mind la naturaleza de ese efecto, otros consideran que
pudo ser la ruptura de la membrana celular (Ecologi-
cal Resources 2000).

Se observd, ademds, que el efecto deletéreo del
producto sobre el hongo fue proporcional a la dosis
aplicada; la concentracién mas alta evaluada (1000
mg/L) detuvo totalmente el crecimiento del hongo, lo
cual equivale a 0,8 kg/ha del ingrediente activo o 1 kg-
/ha de producto comercial (sobre la base de una apli-
cacion de 800 L/ha de agua).

El extracto de C. paradisi también tiene efecto so-
bre el control de la marchitez. La inmersion de las
plantas en la solucién del producto antes del trasplan-
te tuvo un efecto protector al inicio,pero fue necesario
realizar aplicaciones semanales al suelo para mantener
la enfermedad bajo control. Aunque no se demostré en
este trabajo,de acuerdo a los resultados,se supone que
el producto es absorbido por las raices y conducido a
través de los vasos del xilema. Por otra parte, un 42%
de reduccién de la marchitez con la aplicacién foliar
sugiere, igualmente,una posible conduccién hacia aba-
jo por los vasos del floema.Sin embargo,estas translo-
caciones en ambos sentidos deben ser demostradas y
actualmente se realizan trabajos en este sentido.

La aplicacién del producto al suelo puede tener
dos efectos:ser absorbido por las raices y entrar en la
corriente xilemética, o tener efecto sobre los propa-
gulos de F. oxysporum f. sp. lycopersici presentes en
el suelo.Esto ultimo fue observado por Bower y Loc-
ke (2000) al reducir la densidad poblacional de F.
oxysporum f.sp. chrysantemi en el suelo en un 97,5; 96,1



y 99,9% con extractos de Trifolium pratense, Cassia sp.
y Piper sp.,respectivamente.

En un estudio histologico (Guédez et al. 2001), se
observaron deposiciones de calosa en las células del xile-
ma de las raices de tomate inoculadas con F.oxysporum
f.sp. lycopersici y sin tratamiento con fungicida, mientras
que las plantas inoculadas y tratadas con Citrex no la
presentaban. La calosa se forma como respuesta de la
planta al ataque de Fusarium (Mueller et al. 1993,Beck-
man 1990).La ausencia de la misma en las plantas trata-
das con Citrex sugiere la eliminacién de F.oxysporum f.
sp. lycopersici por la aplicacién del producto,con lo cual
se reduce el estimulo para la formacién de calosa.

Deese y Stahmann (1962) demostraron la natura-
leza enzimdtica del efecto de F. oxysporum f. sp.
lycopersici en tomate y seflalaron que la reduccion de
la marchitez en las plantas resistentes podria deberse
a la desactivacion de las enzimas por efecto de las ca-
tequinas presentes en éstas. Se ha indicado que el ex-
tracto de C. paradisi contiene flavonoides, entre los
que se mencionan la catequina (Ecological Resources
2000). Es posible que ademas del efecto directo sobre
F.oxysporum {f.sp. lycopersici, Citrex tenga una accion
neutralizadora sobre las enzimas de éste.

Los resultados de este trabajo abren la posibili-
dad de disponer de un producto natural para el mane-
jo de enfermedades causadas por patdgenos del suelo
que es inocuo a los humanos.
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