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Vinagre de la madera y su efecto inhibitorio en condiciones de laboratorio sobre el crecimiento de hongos
del follaje del cultivo de café

Wood vinegar and its inhibitory effect under laboratory conditions on fungal growth in coffee crop foliage
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RESUMEN
El vinagre de la madera o acido pirolefioso es una mezcla compleja
de agua y compuestos organicos que incluyen cetonas, alcoholes,
alcanos, ésteres, entre otros, que son obtenidos del proceso de pirolisis
de la madera. El objetivo de este estudio fue evaluar en condiciones
de laboratorio la eficacia e inhibicién del acido pirolefioso sobre
el crecimiento de hogos que afectan el follaje de cultivo de café. Se
colectaron hojas de café con sintomas de manchas foliares causadas por
los hongos Colletotrichum sp 'y Cercospora sp. El aislamiento de los
hongos se realizd mediante la siembra de tejido infestado en el medio
de cultivo papa dextrosa agar. La eficacia del 4cido pirolefioso se evalud
mediante inoculacion con discos de 6 mm de diametro que contenian
los patdgenos sobre la superficie de placas Petri que contenian el medio
papa dextrosa agar con las dosis del producto, posterior a la inoculacion
ser realizaron mediciones cada 12 horas por un periodo de 144 horas,
luego se aplico la formula de porcentaje de inhibicion de crecimiento
micelial. Para calcular la inhibicion de crecimiento radial de los
hongos fitopatdgenos, se realizo el calculo del crecimiento de diametro
del hongo en relacion con el tiempo. La dosis de 250 ml de 4cido
pirolefioso presenta una eficacia de 100 % en el crecimiento miceleal
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ABSTRACT
Wood vinegar or pyroligneous acid is a complex mixture of water
and organic compounds including ketones, alcohols, alkanes, esters,
among others, which are obtained from the pyrolysis of wood. The
objective of the study was to evaluate the efficacy and inhibition
of pyroligneous acid on the growth of fungi that affects the foliage
of coffee crops under laboratory conditions. Coffee leaves with
symptoms of leaf spots caused by the fungi Colletotrichum sp and
Cercospora sp were collected. The fungi were isolated by sowing
infested tissue on potato dextrose agar culture medium. The
effectiveness of pyroligneous acid was evaluated by inoculation with
6 mm diameter discs containing the pathogens on the surface of petri
dishes containing potato dextrose agar medium with the doses of the
product, after inoculation measurements were taken every 12 hours
for a period of 144 hours, then the percentage formula for mycelial
growth inhibition was applied. To calculate the inhibition of radial
growth of phytopathogenic fungi, the calculation of the diameter
growth of the fungus in relation to time was performed. Pyroligneous
acid at a dose of 250 ml exhibits 100% efficacy in inhibiting mycelial
growth and has a radial growth-inhibitory effect on Colletotrichum sp.
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y un efecto inhibitorio del crecimiento diametral en Colletotrichum
sp., y Cercospora sp., cuando ambos estan presentes, y en el caso de
presentarse tnicamente Cercospora sp., 1a dosis efectiva es de 150 ml.
Palabras clave: Inhibicion, dosis, patdogeno, crecimiento radial,
Colletotrichum sp, Cercospora sp.

and Cercospora sp. when both are present, and when only Cercospora
sp. is present, the effective dose is 150 ml.
Keywords: Inhibition, dose, pathogen,
Colletotrichum sp, Cercospora sp

radial  growth,

l acido pirolefioso (AP) también conocido como

vinagre de la madera, es un subproducto que

se obtiene mediante la carbonizacion de los

productos maderables para la obtencion del

carbon vegetal, estd compuesto por agua, acidos
organicos (acido acético) y compuestos, como cetonas,
alcoholes, esteres y otros (Souza, 2012).

Es obtenido en un proceso de pirdlisis de la
madera, que consiste en la descomposicion de biomasa
en condiciones ambientales controladas, este producto es
considerado como un residuo en la produccioén de carbon
vegetal durante su proceso de carbonizacion (Catacora et al.,
2019), el producto maderable es introducido en una caldera,
que alcanza temperaturas mayores a 300 oC que evaporan
los compuestos organicos volatiles y luego son condensados
en dos fases, Coque (alquitran) y fase hidrolitica (4cido
pirolefioso).

Se conocen diferentes usos de este producto tales
como; estimulador de crecimiento, enraizador, fertilizante,
controlador de malezas, controlador insectil y efecto
antifungico (Espin Carbajal, 2020). Martinez (2008),
manifiesta que el acido pirolefioso es toxico en todas sus
concentraciones, causando mortalidad a nivel de laboratorio
sobre colonias de afidos (Myzus persicae).

Rojas et al. (1997) evaluaron la efectividad
antimicrobiana de productos derivados del acido pirolefioso
considerando buena la efectividad antimicrobiana a una
concentracion de 6 %; en el mismo estudio se evidencid
que en areas quirurgicas mostré una gran reduccion de
unidades formadoras de colonias bacterianas después de la
desinfeccion. En el estudio toxicologico se aprecia que los
productos son aptos para el uso propuesto.

El objetivo de esta investigacion es evaluar en
condiciones de laboratorio la eficacia del acido pirolefioso
sobre el crecimiento de hogos que afectan el follaje de
cultivo de café, asi como brindar informacion acerca del
uso que puede tener el acido pirolefioso como controlador
fingico a diferentes dosis.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del estudio. El estudio se realizo6 en el laboratorio
de microbiologia de la Direccion de Ciencias Agricolas de
la Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicado en las
coordenadas 12°08'45" de latitud Norte y 86°09'46" de
longitud Oeste, en Managua, capital de Nicaragua.

Disefio metodologico. Se trabajo mediante un disefio
completamente aleatorizado (DCA) con arreglo unifactorial,
con sietes tratamientos y cinco repeticiones por tratamiento.
Cada unidad experimental correspondio a un plato Petri. Para
todos los tratamientos se utiliz6 el medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA) con formulacion de 39 g L' de agua
destilada. Los tratamientos fueron conformados por las dosis
comerciales indicadas para acido pirolefioso y Azoxystrobin 20
% + Ciproconazol 8 %.

Colecta de hojas de café. La colecta del material vegetativo
infestadas con los hongos Colletotrichum sp y Cercospora sp,
se realizo en la finca ITAMAR, ubicado en el departamento
de Masaya, municipio de Masatepe con latitud Norte de
11°52°11.2"" y longitud Oeste de 86°0.9726.6""; las muestras
se colectaron en tres parcelas productivas y en areas donde se
observaron los sintomas caracteristicos producidos por estos
géneros. El material colectado se trasladé en un termo con
hielo (hielera) y se almacend en refrigeracion, para el posterior
proceso de aislamiento de hongos en el laboratorio.

Aislamiento de Colletotrichum sp y Cercospora sp. Se
procesaron muestras de hojas de café colectadas de campo
con manchas con centro blanquecino, borde café y halo
amarillento denominadas como mancha de hierro, ocasionadas
por Cercospora sp, mientras que los sintomas de la enfermedad
conocida como antracnosis son producidos por Colletotrichum
sp y consisten en manchas necréticas de color café de tamario
y forma irregular que inician en el borde y avanzan hacia el
centro (Huaman et al, 2021; Moreira et al, 2023). En las hojas
con sintomas provocadas por estos hongos, se realizaron cortes
de 0.3 cm? el material vegetativo se desinfectd con etanol
al 90 % por dos minutos, luego se adiciond agua destilada
para eliminar el etanol y se procedié a secar por una hora
aproximadamente sobre papel toalla estéril; transcurrido
el tiempo, se sembrod el material vegetal en placas Petri
conteniendo el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) y
el medio Agar Agar (AA) (Castro, 2020; Agrios, 2005), seis
dias después de la siembra se realizaron las lecturas y a partir
de la primera siembra se extrajeron las estructuras del patoégeno
y se sembraron nuevamente en medios de cultivo PDA, hasta
obtener asi cultivos puros; luego se identificaron con la clave
de hongos imperfectos de Barnett y Hunter (1998). Estos
cultivos fueron utilizados en la prueba de eficacia e inhibicion
de crecimiento radial.
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Eficacia in vitro del acido piroleiioso sobre Colletotrichum
sp y Cercospora sp. Para evaluar la eficacia del acido
pirolefioso in vitro se inocularon las placas Petri con el medio
PDA que contenia las dosis comerciales evaluadas (Cuadrol),
en el caso del acido pirolefioso se disminuy¢ la dosis a partir
de 100 ml y se aument6 la dosis a partir de los 200 ml en un
rango de 50 ml por dosis. Los discos de 6 mm con los hongos
correspondientes a Colletotrichum sp y Cercospora sp ya
crecido a 25 °C de temperatura se colocaron en el centro de
la placa Petri y se incub6 hasta que se observé un avance del
hongo y se marcé el punto de avance sobre los cuatro radios
dibujados en la placa y se inici6 el estudio de crecimiento
(Alburqueque y Gusqui ,2018). A intervalos de 12 horas se
marco y se midid el crecimiento hasta las 144 horas, para un
total de 12 intervalos de mediciones de crecimiento radial,
cada radio representdé una observacion (French y Herbert,
1982; Leyva et al. 2017; Moreno, 2000;). La eficacia de
los fungicidas en el control del patdégeno se expresé como
el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PICM),
para esto se emple6 la formula descrita por Rodriguez et al.
(2017):

R1—R2
PICM =———X100
R1

Donde:

R1: Crecimiento radial (mm) del hongo en el testigo absoluto
R2: Crecimiento del hongo radial (mm) en interaccion con el
producto (testigo relativo)

Cuadro 1. Tratamientos evaluados segun dosis y producto

que contenia las dosis de acido pirolefioso y los testigos. Las
lecturas del crecimiento radial se realizaron cada 12 horas y se
aplico la formula de porcentaje de inhibicion de crecimiento
micelial (PICM).

Analisis de datos. El calculo del porcentaje de eficacia
se determind en una hoja de calculo Microsoft Excel 365
empresarial, mientras que el porcentaje de inhibicion de
crecimiento micelial (PICM) de los hongos fitopatogenos, se
analizo en el Software estadistico InfoStat 2020 version libre
en el que se realizo la prueba de normalidad de Shapiro Wilk,
posterior al analisis de normalidad, se procedio a realizar el
analisis de varianza y separaciones de medias mediante Tukey
0=0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Eficacia del acido piroleiioso in vitro sobre Colletotrichum sp
y Cercospora sp. Las dosis de 250 ml, 300 ml y testigo relativo
(Azoxystrobin 20 % + Ciproconazol 8 %) mostraron eficacia
del 100 % sobre el crecimiento del hongo Colletotrichum sp
(Figura 1). La dosis minima de 50 ml no mostro eficacia sobre
Colletotrichum sp, este crecid sobre la superficie del medio
PDA, mientras que las dosis de 100 ml y 150 ml mostraron
porcentajes bajos de eficacia.

Para el caso de la eficacia del acido pirolefioso sobre
Cercospora sp, apartir de las dosis de 150 mly el testigo relativo
se presenta una eficacia del 100 % (Figura 2). La eficacia mas
baja y en orden descendente se registrd con las dosis de 100 ml
y 50 ml

Hongyin (2024) menciona que el acido pirolefioso
o vinagre de madera con una composicion compleja puede

alterar la permeabilidad de la

Tratamiento Dosis (ml 20 ml-! agua) Producto membrana celular del hongo
To" 0 _ Sin producto patogeno e inhibir la tasa de
Tl 50 Acido pirolefioso division o la sintesis proteica de
T2 100 Acido pirolefioso 7 . .

Co usarium graminearum, lo que

T3 150 Acido pirolefioso 1 dacién d ,
T4 200 Acido pirolefioso provoca la exudacion eprotema's,
T5 250 Acido pirolefioso carbohidratos, sodio y potasio
T6 300 Acido pirolefioso o la induccién de trastornos
T7%* 50 Azoxystrobin 20% + Ciproconazol 8%® metabolicos, haciéndolo eficaz
*: Testigo absoluto (sin producto), **: Testigo relativo (formulacién quimica). para enfermedades flngicas en

plantas.

Inhibicion in vitro del acido pirolefioso sobre Colletotrichum
sp y Cercospora sp. Se calcul6 el crecimiento diametral de
los hongos fitopatogenos en el medio PDA con las dosis de
acido pirolefioso, expresado en mm h!, basado en el modelo
de calculd descrito por Caro y Ledn (2014), quienes calculan
el crecimiento micelial por regresion lineal del didmetro de los
hongos contra el tiempo en la fase de crecimiento.

Variables evaluadas. Para evaluar la eficacia del acido
pirolefioso se realizaron mediciones al crecimiento radial o
micelial de los hongos y se midi6 la inhibicion en el medio

Gayatri (2019), reporta que el acido pirolefioso presentd
eficacia de inhibicion para los hongos Trametes vesicolor
(hongos descomponedor de la madera), Aspergillus fumigatus
y Aspergillus niger, ademas menciona que la inhibicion fingica
es causada por la propiedad antioxidante de los fenolicos

Segun Lescay (2024), el acido pirolefioso logra inhibir
el crecimiento de algunos hongos patbgenos como: Rhizoctonia
solani,Sclerotium oryzae, Helminthosporiummayis, Pythiumsp.,
Colletotrichum gloeosporioides y Cucurbitarum choanephora
y algunas bacterias como: Xanthomonas campestris pv. Citri y
Erwinia carotovora pv. Carotovora.
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Figura 1. Eficacia de inhibicion del acido pirolefioso sobre el hongo
Colletotrichum sp segin dosis.
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Figura 2. Eficacia de inhibicion del acido pirolefioso sobre el hongo
Cercospora sp segun dosis.
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Inhibiciéon de crecimiento radial del dcido pirolefioso
in vitro sobre Colletotrichum sp y Cercospora sp. En las
dosis de 50 ml con el acido pirolefioso y el testigo absoluto
(sin producto) el hongo Colletotrichum sp alcanzé un
crecimiento de 40 mm, mientras que en la dosis de 100 ml
el patégeno presentd un crecimiento de 33.45 mm, con la
dosis de 150 ml el patogeno crecid 28 mm. En la dosis de
200 ml Colletotrichum sp alcanz6 un crecimiento de 9.05
mm, sin embargo, las dosis de 250 ml, 300 ml y el testigo
relativo presentaron mayor inhibicién con 4 mm (Figura 3).

La inhibicién del 4cido pirolefioso sobre
Cercospora sp, con la dosis de 50 ml fue de 25 mm,
seguido de la dosis de 100 ml que present6 una inhibiciéon
de 9.75 mm, con las dosis de 150 ml, 200 ml, 250 ml, 300
ml y el testigo relativo, la inhibicién (menor crecimiento)
fue de 4 mm, por lo tanto, estas dosis presentaron la mejor
inhibicion. El testigo absoluto fue el tinico tratamiento que
no presento6 inhibicion creciendo 40 mm (Figura 4).

El 4cido pirolefioso mostro eficacia a diferentes
dosis, exceptuando las mds bajas y manifestando actividad
inhibitoria sobre los hongos Colletotrichum sp y Cercospora
sp, causantes de manchas foliares en el cultivo de café que
afectan la fotosintesis y repercute en la produccion.

e R 1.00, CV: 4.90, p <0.0001 e

Inhibicién de crecimiento (mm ht)

50 100 150 200 250 300 Testigo Testigo

relativo absoluto
Dosis ( ml /20ml agua)
Figura 3. Inhibicion de crecimiento radial del acido pirolefioso sobre
Colletotrichum sp segln dosis.
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Figura 4. Inhibicion de crecimiento radial del acido pirolefioso sobre
Cercospora sp segun dosis.

Segiin Navas (2003) el acido pirolefioso presenta
toxicidad en concentraciones altas para los hongos pudridores
de la madera Coriolopsis polizona, Fomitella supina,
Pycnoporus sanguineus y Trametes villosa; mientras que
Pertile y Frac (2023) obtuvieron un efecto inhibidor in vitro
sobre el crecimiento del hongo Botrytis cinerea a diferentes
concentraciones de dacido pirolefioso, exceptuando las
concentraciones bajas.

Qin et al. (2010), indican que la actividad
antimicrobiana del 4acido pirolefioso se atribuye a la presencia
de compuestos fendlicos, carbonilos y acidos organicos
ademas mencionan que diferentes acidos pirolefiosos exhiben
actividades inhibidoras en fitopatdgenos como Phytophthora
capsici, Colletotrichum orbiculare, Valsa mali, Cochliobolus
sativus, Helmintosporium sativum y Phytophthora infestan,
con distintos grados de concentracion.

Chalermsan y Peerapan (2009) determinaron que el
acido pirolefioso logro inhibir el crecimiento de algunos hongos
patogenos en PDA como Rhizoctonia solani, Sclerotium
oryzae, Helminthosporium mayis, Pythium sp., Colletotrichum
gloeosporioides y Choanephora cucurbitarum, asi como el de
las bacterias patogenas de plantas tales como Xanthomonas
campestris pv. citri 'y Erwinia carotovora pv. carotovora.
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CONCLUSIONES de los géneros Colletotrichum sp y Cercospora sp cuando
El acido pirolefioso o vinagre de la madera a razon de 250 ambos estan presentes, y en el caso de presentarse inicamente
ml tiene una eficacia de 100 % en el crecimiento miceleal y Cercospora sp, la dosis efectiva es de 150 ml.
un efecto inhibitorio del crecimiento diametral en los hongos
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