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EFECTIVIDAD in vitro DE FUNGICIDAS NATURALES EN EL CONTROL DE
ENFERMEDADES POSTCOSECHA DE CHAYOTE
Edgar Jesus Garcia Ramirez, MC.
Colegio de Postgraduados, 2021

Veracruz es el mayor productor de chayote a nivel nacional con un aporte del 85% de la produccion
total, sin embargo, se estima que el 20% se pierde debido a enfermedades causadas por
microorganismos, tanto en campo como en postcosecha. El uso excesivo de agroquimicos ocasiona
diferentes problemas como toxicidad, rechazo a las exportaciones y dafio al medio ambiente.
Debido a esto, se han buscado alternativas de manejo para el control de fitopatdgenos con extractos
vegetales. Para conocer los efectos antifingicos del aceite esencial de canela, aceite de neem y
extracto de frutos de zapote negro sobre los principales hongos causantes de enfermedades
postcosecha en chayote, se trataron in vitro, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Goetrichum
sp. y Phytophthora capsici aislados de frutos de chayote infectados. Los aceites de canela 'y neem
se obtuvieron de manera comercial mientras que el extracto de zapote negro se obtuvo por
extraccion mecanica. Los resultados mostraron que el crecimiento de los cuatro patégenos podria
reducirse completamente con el aceite esencial de canela a 300 ppm; el aceite de neem a 400 ppm
mostré una reduccion de 42.3% en el crecimiento de F. solani'y 27.8% para F. oxysporum, y 53.3%
para Phytophthora capsici y 20.9% para Goetrichum sp. a 350 ppm; mientras tanto, el extracto
fresco de zapote negro a 400 ppm mostré una ligera inhibicién (21.9-28.6%) en todos los hongos.
Las enfermedades en frutos de chayote podrian prevenirse con los extractos vegetales evaluados
ajustando sus concentraciones a valores optimos.

Palabras clave: Cinnamomum zeylanicum, Azadirachta indica, Diospyros digyna, extractos

vegetales, inhibicion del crecimiento micelial.



in vitro EFFECTIVENESS OF NATURAL FUNGICIDES IN THE CONTROL OF POST-
HARVEST DISEASES OF CHAYOTE
Edgar Jesus Garcia Ramirez, M. Sc.
Colegio de Postgraduados, 2021

Veracruz is the largest chayote producer nationwide with a contribution of 85% of total production,
however, it is estimated that 20% is lost due to diseases caused by microorganisms, both in the
field and in post-harvest. The excessive use of agrochemicals causes different problems such as
toxicity, rejection of exports and damage to the environment. Due to this, management alternatives
have been sought for the control of phytopathogens with plant extracts. To know the antifungal
effects of cinnamon essential oil, neem oil and black Zapote fruit extract on the main fungi that
cause postharvest diseases in chayote, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Goetrichum sp. and
Phytophthora capsici isolated from infected chayote fruits. The cinnamon and neem oils were
obtained commercially while the black Zapote extract was obtained by mechanical extraction. The
results show that the growth of the four pathogens could be completely reduced with the essential
oil of cinnamon at 300 ppm; neem oil at 400 ppm showed a reduction of 42.3% in the growth of
F. solani and 27.8% for F. oxysporum, and 53.3% for Phytophthora capsici and 20.9% for
Goetrichum sp. at 350 ppm; meanwhile, the fresh extract of Zapote at 400 ppm showed a slight
inhibition (21.9-28.6%) in all the fungi. Diseases in chayote fruits could be prevented with the

evaluated plant extracts, adjusting their concentrations to optimal values.

Keywords: Cinnamomum zeylanicum, Azadirachta indica, Diospyros digyna, plant extracts,

inhibition of mycelial growth.
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INTRODUCCION

1.1.1 Origen del chayote

El chayote (Sechium edule (Jacq.) Swartz) es una especie originaria de México, la cual fue
domesticada por los aztecas y mayas en la época precolombina. El término “chayote” deriva de
dos vocablos nahuatl, “huitz” y “ayotl”, que significan “calabaza con espinas”, y que al
castellanizarlos derivo en “chayotl” y “chayotli”, hasta el actual chayote. La variedad virens levis
(verde liso) es un cultivo comercial cuyo fruto se consume principalmente como verdura (Cadena-

Ifiguez et al., 2010; Olguin-Hernandez et al., 2013; Garcia-Varela et al., 2017).

1.1.2 Importancia econémica

México es el segundo lugar en el mundo como productor y exportador de chayote verde liso,
después de Costa Rica (Cadena-lfiiguez et al., 2010). Otros paises productores son Guatemala,
Brasil, Puerto Rico, Argelia, India, Nueva Zelanda y Australia, sin embargo, la mayor parte de su
produccion es para autoconsumo (Avendafio-Arrazate et al., 2010).

Segun datos reportados por el SIAP (2021) en México se produjeron 195,191.52 toneladas de
chayote en 2019, siendo el estado de Veracruz el mayor productor a nivel nacional (85%), seguido
por los estados de Michoacan y Jalisco (Tabla 1). Los principales municipios productores de
chayote en Veracruz son Coscomatepec (27%), Ixtaczoquitlan (22%) y Actopan (19%). En el
aspecto social, el chayote representa una importante fuente de empleo; en el Estado de Veracruz
se produce lo equivalente a 30 mil empleos fijos por afio, aproximadamente (Avendafio-Arrazate

et al., 2010).



Tabla 1. Produccion de chayote por estado en 2019.

Entidad Superficie(ha) Produccion Rendimiento PMR Prc::zjls;én
Sembrada Cosechada (ton) (ton/ha) ($/ton) (miles de Pesos)
Chiapas 13.80 11.00 44.00 4.00 3,999.16 175.96
Guanajuato 17.00 14.00 197.63 14.12 4,611.02 911.28
Jalisco 157.00 157.00 5,230.00 33.31 5,288.65 27,659.62
México 52.00 52.00 1,014.00 19.50 3,384.07 3,431.45
Michoacén 267.10 267.10 20,810.90 77.91 2,500.56 52,038.91
Puebla 42.26 42.26 153.96 3.64 3,602.40 554.62
San Luis Potosi 71.00 71.00 1,120.38 15.78 4,274.61 4,789.19
Tabasco 11.00 11.00 99.67 9.06 3,658.31 364.62
Veracruz 2,337.75 2,337.75 166,457.94 71.20 4,213.48 701,367.81
Yucatan 3.64 3.64 63.04 17.32 4,777.27 301.16
TOTAL 2,972.55 2,966.75 195,191.52 65.79 4,055.48 791,594.62

Fuente: SIAP (2021).

1.1.3 Morfologia

El chayote es una especie de la familia de las cucurbitaceas, cuya estructura presenta tallos
redondos, ramificados y con una extension de hasta 15 metros. El fruto presenta caracteristicas
botanicas de forma muy variable, desde redonda a periforme, de 10 a 20 centimetros de largo, con
epidermis de blanco a verde claro, lisa a corrugada, con o sin espinas. Interiormente, el pericarpio
es de color verde claro y encierra una sola semilla ubicada en el centro del fruto (Olguin-Hernandez
etal., 2013).

La variedad virens levis posee un fruto verde claro y piriforme, con longitud de 9.30 a 18.30 cm,
ancho de 6.0 a 11.40 cm, y grosor de 5.40 a 9.60 cm; con cinco costillas ligeramente marcadas y

hendidura basal poco profunda. El pedinculo es verde claro con muy baja pubescencia y el



mesocarpio es de un color verde claro con un sabor neutro y una fibra moderadamente adherida al

mesocarpio (Avendafio-Arrazate et al., 2010).

1.1.4 Taxonomia
En la Tabla 2 se muestra la taxonomia del chayote (Sechium edule) segun Avendafio-Arrazate et
al. (2010).

Tabla 2. Taxonomia del chayote (Sechium edule).

Reino Vegetal
Subreino Embryophyta
Divisién Anthophyta
Clase Dicotyledonea
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitéceas
Subfamilia Sicyoideae
Geénero Sechium

Fuente: Avendafio-Arrazate et al. (2010).

1.1.5 Agentes causales de enfermedades postcosecha

Los hongos son los responsables de la mayoria de las alteraciones en frutas y hortalizas, tal como
en el caso del chayote. Estos suelen ser de la clase Ascomycetos y hongos imperfectos. Por otro
lado, los Fycomicetos comunes son el género Rhizopus y los géneros Phytophthora y Phythium
(Agrios, 2008). Los hongos se propagan mediante una espora, la cual germina, crece y coloniza el
tejido del fruto que esta expuesto. Estos hongos germinan con ayuda del jugo del fruto liberado
por las heridas. Otro tipo de hongos forman una estructura especializada llamada apresorios, la
cual ayuda al hongo a penetrar la cuticula y la epidermis; estas infecciones suelen desarrollarse

cuando el fruto esté casi maduro (Agrios, 2005; Knogge, 1996).



1.1.6 Deterioro postcosecha

La maduracion y senescencia de los frutos es un proceso natural que induce el ablandamiento del
tejido vegetal y la pérdida de sustancias antimicrobianas naturales, quedando vulnerable a los
organismos patdgenos y reduciendo la aceptacion por parte del consumidor. En el caso del chayote,
también influye en su deterioro su alto contenido de humedad en estado fresco y una alta
transpiracion, generalmente potenciada por el uso de bolsas plasticas, lo cual puede provocar
marchitamiento y reduccion de su vida de anaquel.

Adicionalmente, el fruto de chayote es susceptible a dafios causados por roce, comprension e
impacto, ademas de quemaduras por frio durante el transporte, esto debido a que posee una
epidermis delgada. Estas situaciones facilitan el ataque de hongos durante la postcosecha,
generando rechazos durante la comercializacion. Debido a lo anterior, es esencial un buen manejo
del producto para disminuir las pérdidas postcosecha (Arévalo-Galarza et al., 2011; Romero-
Velazquez et al., 2015).

Las principales enfermedades que se generan en el fruto de chayote durante la postcosecha son:
vejiga o ampolla (Colletotrichum gloeosporioides), antracnosis (C. orbiculare), moho blanco
(Phytophthora capsici), moho purpura-rojizo (Fusarium spp.) y pudricion acida (Geotrichum sp.)

(Areévalo Galarza et al., 2011).

1.1.6.1 Colletotrichum gloeosporioides

Este hongo, ataca a los frutos de chayote en el campo, provocando antracnosis, pero se desarrolla
durante la poscosecha, ocasionando la “pudricion del pedicelo” durante el almacenamiento. Esta
pudricién es uno de los causantes principales del deterioro de la calidad, limitando la exportacion

de los frutos y provocando pérdidas importantes. Este hongo también ataca cultivos como



aguacate, mango, pimiento, papaya y citricos, tanto en precosecha como en postcosecha (Arévalo-

Galarza et al., 2011; Valverde et al., 1989).

1.1.6.2 Colletotrichum orbiculare

El C. orbiculare se identifica como manchas circulares oscuras en el fruto de chayote. Conforme
se van extendiendo, estas manchas se tornan hundidas, con un centro blanco, con acérvulos color
rosa y oscuros; ademas, se presenta humedad y ablandamiento en el area del tejido afectado. Estos
sintomas se observan de manera parecida en otras cucurbitaceas como el melon y el pepino

(Arevalo-Galarza et al., 2011; Zitter et al., 1996).

1.1.6.3 Phytophthora capsici

El género Phytophthora genera pérdidas econdémicas importantes en todo el mundo como agente
de enfermedades del suelo, ya que su control se dificulta debido a que manifiesta ciclos sexuales
y asexuales, aunado a su capacidad de atacar las raices, tallos, hojas y frutos de una gran cantidad
de hortalizas (Lamour et al., 2012; Ploetz et al., 2002). El causante del moho blanco en chayote es
el Phytophthora capsici, el cual requiere de una alta humedad relativa (80-100%) para su
desarrollo. Los sintomas que causa en el fruto de chayote son unas manchas acuosas en la
superficie del pericarpio y la apariencia blanquecina producida por el micelio blanco, el cual

también puede desarrollarse al interior del fruto (Nuez et al., 1996).

1.1.6.4 Fusarium spp.

La contaminacidn por Fusarium se produce en el campo previo a la cosecha o durante la misma y

se desarrolla durante el almacenamiento (Agrios, 2008). Se han identificado dos hongos del género



Fusarium que dafian la parte basal y media de frutos comerciales de chayote: Fusarium oxysporum
y F. solani. Los sintomas que se presentan en los frutos de chayote asociado a Fusarium oxysporum
son un micelio blanco en la parte basal y media del fruto, y alrededor del mismo el tejido se torna
blando y amarillo. Por otro lado, Fusarium solani genera un micelio blanco especificamente en la
epidermis de en medio del fruto, progresando a podredumbre blanda y de color amarillo en la parte

basal y media del fruto (Romero-Velazquez et al., 2015).

1.1.6.5 Geotrichum sp.

Los frutos de chayotes maduros y sobremaduros empacados en bolsas 0 paquetes de plastico son
los més afectados por pudriciones &cidas ya que estos empaques mantienen la humedad relativa
elevada, necesaria para el desarrollo de Geotrichum sp. También el agua libre presente entre los
frutos y el suelo expuestos durante algunas horas propicia el desarrollo de estos hongos (Arévalo-
Galarza et al., 2011). La infeccion avanza rapidamente desde el interior del fruto hasta abarcarlo
por completo, estas areas se vuelven hiumedas y se producen grietas en las que se forma un micelio

de color crema (Agrios, 2002).

1.2 Extractos vegetales y aceites esenciales

A causa de la incidencia de pudriciones en productos hortofruticolas que limitan su
comercializacion se considera importante la aplicacion de fungicidas que ayuden a extender la vida
atil de estos productos. Los fungicidas sintéticos deben ser evaluados mediante diferentes estudios
que demuestren su eficacia antes de ser autorizados por la entidad competente, esto ha conducido
a la basqueda de alternativas de manejo, debido al bajo control que se tiene en el uso de productos
agroquimicos sintéticos, las aplicaciones constantes de dichos agroquimicos puede ocasionar

diferentes problemas entre ellos la toxicidad en humanos, la detencién de exportaciones por
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residuos en el productos, dafio al medio ambiente y por efectos perjudiciales a organismos
benéficos, por otro lado, hoy en dia los consumidores exigen alimentos libres de quimicos por lo
que se ha evaluado la efectividad de diversos productos de origen natural contra los principales

hongos causales de enfermedades postcosecha de frutas y hortalizas.

1.2.1 Propiedades antifungicas

Diversos estudios alrededor del mundo reportan la existencia de metabolitos secundarios con
actividad bioldgica localizados en plantas, ya que la mayoria de las plantas los sintetizan como
medio de defensa ante parasitos y depredadores naturales. Algunos de los metabolitos secundarios
extraidos de distintas especies vegetales son flavonoides, concentrados de saponina, eriodictiol,
citronelal, citronelol, taninos, fenoles, triterpenos, entre muchos otros (Villa-Martinez et al., 2015;
Rodriguez et al., 2012).

En base a lo anterior, se han evaluado extractos vegetales y aceites esenciales en el control de
hongos que causan enfermedades tanto en el cultivo como en postcosecha en frutas y hortalizas.
Estos compuestos pueden aplicarse de manera individual o en mezclas en concentraciones y
proporciones determinadas y pueden afectar a patdgenos diferencialmente (Villa-Martinez et al.,
2015). Las ventajas de estos “fungicidas naturales” en comparacion a los sintéticos son su
biodegradabilidad, no dafian el medio ambiente, son inocuos para el consumo humano y no crean
cepas resistentes.

Los extractos vegetales pueden tener decenas de componentes, entre los que podemos encontrar
varios con propiedades antifingicas; normalmente estan presentes como mezclas de compuestos
(Montes-Belmont y Carvajal, 2009). Algunos extractos de origen vegetal que han sido efectivos
controlando el crecimiento de C. gloeosporoides in vitro son extractos de hojas de verbena

(Lantana camara) (Tasiwal et al., 2009), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), guayaba



(Psidium guajava L.) y cafia santa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) (Avalos Gavilla et al.,
2019); destaca el extracto de Helenium mexicanum, el cual inhibié completamente este hongo
ademéas del Colletotrichum lindemuthianum (Salgado-Garciglia et al., 2019). Estudios en
Fusarium oxysporum in vitro resultaron en una inhibicion de 100% del crecimiento micelial con
extractos acuosos de hojas de clavo (E. caryophyllata) (Lopez-Benitez y Marcos-Cruz, 2002) y
una inhibicion del 88% en la germinacion de esporas con extractos de orégano sirio (O. syriacum),
olivarda (I. viscosa) y menta de caballo (M. longifolia) (Abou-Jawdah et al., 2002).

Por otro lado, los aceites esenciales han sido altamente efectivos contra diversos agentes patdgenos
debido a su complejidad quimica, lo que permite la sinergia entre sus componentes. Se han
reportado mas de 150 componentes en aceites esenciales, los cuales han mostrado actividad
antimicrobiana (Carhuapoma et al., 2009). Aceites esenciales de tomillo (Thymus glandulosus) y
orégano (Origanum compactum) han sido efectivos en el control de Rhizopus stolonifer in vitro,
inhibiendo el crecimiento micelial y su germinacion (Plotto et al., 2003). Daferera et al. (2003)
reportaron una inhibicion del 100% del crecimiento micelial de Fusarium sp., con aceites
esenciales de orégano (O. vulgare), tomillo (T. capitatus), dictamo (O. dictamnus) y mejorana (O.
majorana); y del 83 y 72% con aceites esenciales de lavanda (L. angustifolia) y romero (R.

officinalis), respectivamente.

1.2.2 Meétodos de extraccion

Algunos de los disolventes mas comunes utilizados en la obtencion de extractos vegetales son el
agua, metanol, etanol, diclorometano, cloroformo, éter de petréleo, hexano, entre otros. Estas
sustancias poseen diferentes polaridades y de acuerdo con esto se realiza la extraccion de
compuestos polares y no polares presentes en los tejidos vegetales (Toledo, 2001; Abou-Jawdah

et al., 2002).



Los extractos acuosos pueden realizarse agregando el tejido vegetal en agua caliente (que haya
alcanzado la ebullicion) ya sea en fresco o seco, lo que comiUnmente se denomina infusion.
También se pueden realizar por licuefaccion, mezclando el tejido vegetal con agua a temperatura
ambiente. En ambos casos, se filtran las preparaciones para conservar los liquidos (Villar et al.,

1990).

1.2.3 Aceite de neem (Azadirachta indica)

Azadarichta indica A. Juss es originario de las zonas aridas de India, Pakistan y Africa. Es un arbol
de tamafio mediano a grande, con un tronco corto y recto y hojas alargadas y pinadas. Sus frutos
maduran de junio a agosto y son lisos, de color amarillo verdoso a amarillo cuando maduran, tienen
forma de aceituna de 1 a 2 cm de largo. Pertenece a la familia Meliaceae y también se le conoce
como nim, margosa y paraiso de la India en espafiol y neem en inglés e hindd (Lopez et al., 2007;
Orozco-Sanchez y Rodriguez-Monroy, 2007).

El aceite de neem se encuentra en una alta concentracién en la semilla y puede extraerse por
prensado mecanico, pero resulta en un aceite turbio, con una cantidad significativa de agua y
metales. También puede extraerse por fluido supercritico con el cual se obtiene una pureza muy
alta, pero los costos de operacion e inversién son elevados. Otro método mas econdémico y que
permite extraer un aceite de calidad aceptable es la extraccion por solvente, ademas esta
proporciona un mayor rendimiento (Liauw y Soetaredjo, 2008).

El neem posee actividades bioldgicas, tales como efecto antiinflamatorio, antiséptico, antipirético,
repelente de insectos, insecticida, propiedades antibacterianas y antiflingicas, entre otras. Se han
identificado méas de 300 metabolitos secundarios en el neem; entre los compuestos mas importantes

que han sido aislados estan la gedunina, isomargolonona, margolona, margolonona, nimbina,



nimbolida, salanina y azadiractina (Firenzuoli y Gori, 2007; Lopez et al., 2007; Orozco-Sanchez
y Rodriguez-Monroy, 2007). Se ha comprobado que los productos derivados del neem, ademas de
afectar a los insectos y &caros, afectan algunas bacterias gram positivas, nematodos, caracoles y
hongos como Aspergillus sp.; también cuenta con propiedades antiinflamatorias, antimutagénicas,
antioxidantes, antiulcerosas, antivirales y espermicidas (Saxena, 2002; neem Foundation, 2006; y
Royal Garden Botanics, 2006, como se citd en Orozco-Sanchez y Rodriguez-Monroy, 2007;

Ghosh et al., 2016).

1.2.4 Aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)

El canelo es un arbol perenne originario de la India e Indochina, pertenece a la familia Lauraceae,
del género Cinnamomun que comprende 250 especies aproximadamente; las formas cultivadas
llegan a medir hasta 10 m de altura, posee ramas aromaticas con corteza doble. Sus hojas son
ovadas de aproximadamente 18 cm de longitud, su flor es de color blanco a rojo con un olor
desagradable, sus frutos son de 1 cm de didmetro y de color negro o pardo azulado. Los efectos
bioldgicos de la canela son conocidos; destaca como analgésico, antiséptico, antiespasmadico,
afrodisiaco, astringente, carminativo, hemostatico, insecticida y parasiticida (Kubeczka, 2002;
Legge, 1994).

Los aceites esenciales de interés se obtienen de C. zeylanicum, C. cassia blume y C. camphora I.
Se pueden extraer de la hoja, tallo o raiz, cada uno con aroma, sabor y composicion quimica
particulares (Legge, 1994). Son ricos en eugenol, farnesol, gamma-terpineol, geraniol, isoeugenol,
cariofileno y 3-fenilpropenal (aldehido cindmico). Su uso como bactericida se debe al eugenol,
presente en un 70-95%; por otro lado, el aldehido cinamico posee actividad antibacterial,

antifngica e inhibe la produccion de micotoxinas, ademas de otorgarle su caracter aromatico
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(Husain et al., 1989; Gonzalez, 2002; Gonzalez Cabrera et al., 2019). Normalmente se utiliza en
perfumeria, en la industria alimenticia y farmacéutica, entre otros usos (Molinas, 1970).

Varios estudios han demostrado el efecto de diversos aceites esenciales en la inhibicion in vitro de
hongos de postcosecha (Bishop y Reagan, 1998; Singh y Tripathi, 1999; Bellerbeck et al., 2001;
Hidalgo et al., 2002). Algunos estudios han encontrado actividad antifingica en el aldehido
cindmico de la canela (Bullerman et al., 1977), asi como inhibicion total del desarrollo micelial de
hongos Fitopatdgenos (Soliman y Badeaa, 2002) y Velluti et al. (2003) reportaron la inhibicion

del crecimiento de Fusarium proliferatum con este aceite esencial.

1.2.5 Extractos de zapote (Diospyros digyna)

México es una region importante de diversidad para el género Diospyros, donde se han encontrado
méas de 20 especies diferentes (Wallndfer, 2007); destaca Diospyros digyna, el cual ha sido
explotado y comercializado (Garcia Diaz et al., 2015). El zapote negro es un fruto perteneciente a
la familia de las Ebenaceae y la evidencia indica que es nativo de México y Centroamérica. En
mercados regionales se consume ampliamente, sin embargo, en los mercados internacionales se
considera una fruta exotica y no siempre es bien aceptado por el color oscuro de su pulpa (Yahia
etal., 2011).

El arbol de zapote mide entre 6 y 25 m de altura, tiene hojas de 18 cm de longitud, color verde
oliva y de forma eliptica. Sus flores son de color blanco o crema (Wallnéfer, 2007). Posee un fruto
climatérico de coloracion verdosa, su mesocarpio pasa de amarillento y consistencia firme a
marrén-negro y consistencia gelatinosa cuando madura (Costa et al., 2010). Este cuenta con 6 a 8
semillas grandes, aunque se han reportado frutos sin semilla (Janick y Paull, 2008).

Diferentes partes de esta especie se ha aprovechado de manera regional; raices, madera, hojas,

frutos y semillas han sido utilizadas por sus propiedades medicinales contra el asma, dermatitis, y
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problemas de hipertension, hemorragias, insomnio, digestivos, entre otros (Rauf et al., 2015). Este
conocimiento empirico sugiere que el zapote negro es abundante en metabolitos secundarios
(Leonti et al., 2013), la mayoria atn no han sido investigados.

Los componentes aromaticos principales en D. digyna son (Z)-B-ocimeno, (E)-cinamaldehido, y
limoneno (Pino et al., 2014). Ademaés, se han encontrado compuestos con potencial antimicrobiano
como el lupeol, betulina, &cido galico y 1-O-bis-galoil hidroxiacetona en los tallos y cilindrina,
9,11-epoxicilindrina, diospirodina, y nonaacetato de diospirodina en las hojas. Por otro lado, se ha
reportado actividad antifungica de extractos etandlicos de la corteza del arbol contra Rhizopus
stolonifer y Aspergillus niger (Surapuram et al., 2014).

Las actividades fungistaticas o fungicidas de las plantas varian de acuerdo con la época del afio en
que se efectud la colecta y al 6rgano empleado (raiz, hojas, semillas, frutos, etc.) (Bautista-Bafios
y Barrera-Necha, 2001; Bautista-Bafios et al., 2003). Tanto las propiedades microbianas como
fungicidas del zapote negro se han evaluado en patdgenos que afectan a los humanos; por lo que
actualmente no existen estudios que evalten extractos de D. digyna (hojas, frutos o semillas, etc.)
para el tratamiento de enfermedades en frutas y hortalizas tanto en cultivos como en el periodo

postcosecha.
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JUSTIFICACION

Se estima que las pérdidas ocasionadas por microorganismos son alrededor del 20%, lo cual
equivale a mas de 38 toneladas anualmente, siendo una importante pérdida econémica para el
sector productivo. Los insecticidas organosintéticos han sido el principal mecanismo para combatir
plagas en los ultimos 60 afios. Este uso excesivo e inadecuado ha traido consigo problemas
irreversibles o dificilmente reversibles como la resistencia de las plagas y la apariciéon de nuevas
plagas o de plagas secundarias, la aniquilacién de enemigos naturales benéficos y otros seres vivos
del ecosistema (como aves, peces, plantas y microorganismos), la contaminacion de los recursos
ambientales como el suelo, aguas superficiales y subterrdneas y aire, y la acumulacion de
sustancias toxicas en los alimentos, las cuéles afectan a los seres humanos y animales domésticos.
En los dltimos afios se esta retomando el uso de insecticidas vegetales, los cuales son una
alternativa ecolégica al manejo de plagas, son eficaces y seguros para el medio ambiente y los
seres humanos. Su funcionamiento se basa en los metabolitos secundarios producidos por la
mayoria de las plantas, los cuéles son su medio de defensa contra microorganismos y fit6fagos.
Son de rapida degradacion y no dejan residuos, por lo que son técnicas aceptadas y permitidas en
los procesos de produccidn orgénica. La evaluacion de extractos vegetales sobre hongos causales
de enfermedades postcosecha de chayote podria ofrecer alternativas para enfrentar esta
problematica de una forma sustentable, inocua para el ser humano y amigable con el medio

ambiente
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HIPOTESIS

La aplicacion de extractos vegetales de Diospyros digyna, Cinnamomum zeylanicumy Azadirachta
indica inhibe el crecimiento micelial in vitro de hongos causantes de enfermedades postcosecha
en frutos de chayote.

OBJETIVOS
1.3 General

Evaluar la actividad antifingica in vitro de extractos vegetales sobre cepas causantes de

enfermedades postcosecha en chayote.

1.4 Objetivos especificos
e Identificar los agentes causales de enfermedades en el chayote.
e Aislar las cepas fungicas de los frutos de chayote.
e Caracterizar morfolégicamente las cepas fangicas aisladas.
e Elaborar extractos del fruto y partes aéreas de la planta de Diospyros digyna.
e Aplicar los extractos de Diospyros digyna, Cinnamomum zeylanicum y Azadirachta indica
en los hongos fitopatogenos aislados de chayote.

e Medir el crecimiento micelial de los hongos fitopatdégenos durante 7 dias.
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MATERIALES Y METODOS

1.5 Muestreo de chayote

La zona de muestreo correspondid a un huerto comercial en la localidad de Coxcontla, municipio
de Huatusco, Veracruz, México. El predio se localizd en las coordenadas 19°06°45.80""N 97°
00°41.86""0 a una altitud de 1452 msnm. Durante el mes de agosto de 2019 y agosto de 2020 se
colectaron los frutos de chayote en madurez horticola de acuerdo con la norma NMX-FF-047-
SCFI-2003 (Aguilar-Romo, 2003), con sintomas de enfermedades caracteristicas en postcosecha
(vejiga o ampolla, antracnosis, moho blanco, moho puarpura-rojizo o pudricién &cida). Las
muestras fueron colocadas en bolsas de papel previamente esterilizadas y posteriormente se
colocaron en bholsas plésticas debidamente rotuladas para su transporte al Laboratorio de Lacteos
del Colegio de Postgraduados Campus Cordoba; las muestras fueron transportadas en una hielera

y fueron procesadas el mismo dia.

uatusco de
hicuellar

Coscomatepec de
Bravo

Paso del Macho

General Miguel

Palmira Cérdoba Aleman (Potrero

Niievo)

'lfigljr'a 1. Ubicacién de chayotal en la localidad de Coxcontla, municipio de
Huatusco, Veracruz, México.
1.6 Identificacion de cepas fungicas causantes de enfermedades en postcosecha
Se realizd una colecta de 20 muestras de frutos con tejido enfermo y sano. El fruto fue lavado con
agua destilada y detergente para eliminar las impurezas de campo, fue cortado en trozos de

aproximadamente 125 mm? y desinfectado con una solucion de hipoclorito de sodio comercial al
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2% por 2 min. Inmediatamente se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y se colocaron
en papel adsorbente estéril para retirar el exceso de humedad. Posteriormente se colocaron 4 trozos
por caja Petri en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a temperatura ambiente

a 27 £ 1 °C por 5 dias en una incubadora (Riossa, ECF-82.D, México).

1.7 Aislamiento de hongos
Una porcion de micelio se transfirié a otra caja Petri con medio de cultivo PDA para purificar

cepas, dejandolos crecer a temperatura ambiente por 5 dias.

1.7.1 Purificacion
La purificacion de los hongos se realiz6 por la técnica de punta de hifa en el medio de cultivo
PDA, los cuales fueron incubados a temperatura de 27 £ 1 °C por 5 dias (Romero-Velazquez et

al., 2015).

1.7.2 Caracterizacion morfoldgica

Se realizaron preparaciones semipermanentes con azul de algodén y posteriormente fueron
observados en un microscopio compuesto (Carl Zeiss Microlmaging GmbH 37081, Gottingen,
Alemania). Por cada aislamiento se registrd la pigmentacion y formacién de estructuras
reproductivas para identificarlas morfolégicamente en base al color, forma de la colonia,
crecimiento del micelio y forma de conidios, mediante las claves de taxonémicas de Barnett y
Hunter (1986); Arévalo-Galarza et al. (2011); Olguin-Hernandez et al. (2011); Olguin-Hernandez

et al. (2013); Olguin-Hernandez et al. (2017); y Romero-Velazquez et al. (2015).
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1.7.3 Preservacion

Se realizaron cuatro métodos de conservacion de las cepas fungicas aisladas de chayote: agua
destilada a temperatura ambiente, aceite mineral, agua destilada (70%)-glicerol (30%) y agua
inyectable (70%)-glicerol (30%), estos tres ultimos se mantuvieron en congelacién a -20 °C. La
conservacion de los microorganismos se realizd en medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud

(Panizo et al., 2005; Cuadrado Cano et al., 2015).

1.7.4 Extractos vegetales

Los aceites comerciales evaluados fueron aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)
(Aceites y Esencias S.A., México, D.F.) y aceite de neem (Azadirachta indica) (Geoquimica
industrial IBCER, S.A. de C.V.).

El extracto fresco de zapote (Diospyros digyna) se prepard con frutos cosechados en la comunidad
de Manuel Leén, Ver. México. Los frutos se recolectaron en madurez fisioldgica. Posteriormente
los frutos se desinfectaron con alcohol de 96° y se seco el exceso de humedad con toallas de papel
estériles, se cortaron en trozos pequefios e inmediatamente se pasaron a un vaso de licuadora
previamente esterilizado (Oster, Estados Unidos), se licuaron por 2 minutos y se filtraron
utilizando gasa estéril. El extracto se adicion6 inmediatamente al medio de cultivo PDA para su

vaciado en cajas Petri.

1.7.5 Evaluacion in vitro de la accion antifaungica de los diferentes extractos vegetales sobre
hongos postcosecha

Para evaluar el control in vitro de los extractos vegetales sobre los hongos postcosecha de chayote
se utiliz6 la metodologia de medio de cultivo envenenado (Barrera-Necha y Garcia-Barrera.,

2008), en la cual se utilizaron cajas Petri con medio de cultivo PDA de la empresa DIBICO, en
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estas se adiciono el aceite esencial de canela, el aceite de neem o el extracto de zapote (antes de su
solidificacion) a concentraciones de 300, 350 y 400 ppm de cada uno, tal como se muestra en la
Tabla 3. Una vez solidificado el medio de cultivo se colocd un disco de 5 mm de diametro en el
centro de la placa con micelio de cada cepa (F. oxysporum, F. solani, Goetrichum sp. y
Phytophthora capsici), y se colocaron en una incubadora (Riossa, ECF-82, México) a una
temperatura de 27 °C durante 7 dias. Durante este tiempo se midi6 el didmetro del micelio de cada
colonia con un vernier digital cada 24 horas, y se calculé el porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial diario empleando la siguiente formula propuesta por Pandey et al. (1982) (1).

Dcc—Dct
Dcc

% de inhibicion = * 100 (1)

Donde
Dcc: diametro de la colonia testigo.
Dct: diametro de la colonia del tratamiento.

Tabla 3. Extractos vegetales probados para el control in vitro de hongos postcosecha de chayote.

Tratamiento Extracto vegetal Concentracién (ppm)
1 300
2 Canela 350
3 400
4 300
5 Neem 350
6 400
7 300
8 Zapote 350
9 400

10 Testigo 0
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1.8 Disefio experimental y Analisis estadistico

Se realiz6 un experimento en bloques completos al azar con una estructura factorial con medidas
repetidas para estudiar las propiedades inhibitorias de dos extractos vegetales: 1) aceite esencial
de neem (Azadirachta indica) y 2) extracto fresco de zapote (Diospyros digyna) a diferentes
concentraciones (0, 300, 350 y 400 ppm) sobre el crecimiento de hongos (F. oxisporum, F. solani,
Goetrichum sp.) y omicetos (Phytophthora capsici) causantes de enfermedades poscosecha en
chayote (Sechium edule) durante siete dias. EI experimento se realizé en dos bloques y en cada

bloque se usaron 6 repeticiones. El modelo estadistico se describe continuacion.
Vi =p+a;+ B+ (@B)ij + wii + v + (@) + (BY) jk + (@BY)ijie + Eijri

donde Y;y, es la variable evaluada (porcentaje de inhibicion), u es la media general, a; es el efecto
fijo del tipo de extracto (i = 1, 2), f5; es el efecto fijo de la concentracion (j = 1,2, 3,4), (aB);;
es el efecto fijo debido a la interaccion tipo de extracto x concentracion, w;;; es el efecto
aleatorio debido a la interaccidn extracto x concentracion dentro de blogue {wiﬂ~N(O, af,)},
Y« €s el efecto fijo debido al tiempo de medicion (k = 1,2,...,7), (@y)ix, (BY) jk, (@BY)ijik SON
efectos fijos debido a la interaccion de factores ensayados con el tiempo de medicion y &;;; es el
error experimental {si,-kl~iidN (o, az)} . Los datos fueron analizados bajo el procedimiento de

GLIMMIX de SAS versidn 9.4. Se utiliz6 una estructura de covarianza AR2(1) y la comparacion

de medias LSD se realiz6 a un nivel de confianza del 95%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.9 Aislamiento e identificacion de hongos

La identificacion de hongos causantes de enfermedades en chayote se realizé de acuerdo con los
estudios de Barnett y Hunter (1986); Arévalo-Galarza et al. (2011); Olguin-Hernandez et al.
(2011); Olguin-Hernandez et al. (2013); Olguin-Hernandez et al. (2017); y Romero-Velazquez et
al. (2015). La identificacion se pudo realizar en 19 de 20 muestras tomadas de fruto enfermo y
sano. Las cepas fueron Colletotrichum (seis muestras), Fusarium (dos muestras de F. oxysporum
una muestras de F. solani y dos muestras de Fusarium sp.), Phytophthora capsici (dos muestras),
Geotrichum sp. (dos muestras); y una cepa por muestra de Didimella bryoniae, Cladosporium sp.,
Gliocladium sp. y Chaetomium globosum.

El chayote es un fruto de exportacion consumido como verdura; sin embargo, las pudriciones por
hongos son uno de los problemas principales durante el transporte, almacenamiento y
comercializacion. Estas enfermedades fungosas se desarrollan en condiciones de alta humedad en
los frutos empacados en peliculas plasticas; aunque en la mayoria de los casos las lesiones sean
superficiales, provocan el rechazo del consumidor (Arévalo-Galarza et al., 2011; Romero-

Velazquez et al., 2015).

En la Tabla 4 se pueden observar las principales enfermedades postcosecha en chayote y los

microorganismos asociados a las mismas.
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Tabla 4. Enfermedades postcosecha en frutos de chayote.

Enfermedad Microorganismo
La vejiga o ampolla Colletotrichum gloeosporioides
Antracnosis C. orbiculare
Moho blanco Phytophthora capsici
Moho pdrpura-rojizo Fusarium oxysporum
Moho rosado Fusarium solani
Mancha negra Didymella bryonae
Pudricion acida Geotrichum sp.

Fuente: Olguin-Hernandez et al., 2013; Olguin-Heérnandez et al., 2017.

Umafia-Rojas (2010) mencion6 a los hongos y bacterias como los principales organismos
responsables de pudriciones en postcosecha. Dentro de los hongos destacan los géneros
Colletrotrichum, Fusarium, Geotrichum, entre otros. La mayoria de estos géneros no poseen fase
sexual, se les considera similares a estados anamorfos del Phylum de los Ascomicetes, y se les
denomina hongos mitosporicos (hongos imperfectos). Del Phylum Oomycota, sobresale el género

Phytophthora en la clase de los Oomycetes.

1.9.1 Colletotrichum spp.

En la Figura 2 se pueden observar los frutos de chayote infectados por Colletotrichum spp. Estos
presentaron areas redondas, hundidas y himedas que se extendieron por el fruto reblandeciendo el
tejido (C-R12, C-R15); este sintoma se expandié de acuerdo con la madurez de la fruta y esta se
torné seca (C-R9, C-R20). Otros sintomas provocados por este mismo patégeno fueron
pudriciones y ampollas (C-R7, C-R8). Estos sintomas concuerdan con los descritos por Olguin-
Hernandez et al. (2017). A diferencia de otros patdgenos débiles, algunas especies del género

Colletotrichum, pueden ingresar en los tejidos sanos directamente, causando lesiones por las que
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se introducen otros géneros como Cladosporium o Fusarium, extendiendo rdpidamente el dafio en

el tejido vegetal (Umafa-Rojas 2010).

C-R7 C-R8 C-R9

C-R12 C-R15 C-R20

Figura 2. Frutos de chayote infectados por Colletotrichum sp. con presencia de ampollas (C-R7 y

C-R8), pudriciones (C-R9 y C-R20) y areas redondas, hundidas y humedas con reblandecimiento
del tejido (C-R12 y C-R15).

La morfologia de las colonias de Colletotrichum spp. incubadas en medio de cultivo PDA se
caracterizo por la presencia de un micelio velloso extenso con tonalidades que fueron de blanco a
crema y grises, en el centro de la caja Petri presentd tonalidades amarillentas a naranjas y en la

parte posterior de la caja Petri un color gris a gris oscuro (Figura 3).
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C-R20 C-R12 C-R15

Figura 3. Colonias de Colletotrichum spp. de chayote incubadas en medio de cultivo PDA.

A nivel microscopico se observaron conidios unicelulares en forma rectangular a cilindrica con
una aparente septa en algunos casos (Figura 4), esto concuerda con las observaciones microscopias

descritas por Olguin-Hernandez et al. (2017).
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C-R7 C-R8 C-R9

C-R20 C-R12 C-R15

Figura 4. Observacidén microscopica (40X) de Colletotrichum spp. aislado de chayote: conidios
unicelulares de formas rectangulares a cilindricas (C-R7, C-R9, C-R20, C-R12), conidios

bicelulares con aparente septa intermedia (C-R8) y artroconidias rectangulares a (C-R15).

1.9.2 Fusarium spp.

Los sintomas presentes en el fruto del chayote por Fusarium spp. fueron la presencia de micelio
esponjoso de diferentes tonalidades de color blanco-roséceo o violeta (C-R3, C-R17), asi como
presencia de pudricion suave (C-R5, C-R13, C-R19) (Figura 5). Villa-Martinez et al. (2015)
indicaron que los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas,
tienen un micelio bien desarrollado, septado y conidiéforos caracteristicos o un talo unicelular en
algunas especies. Ademas de causar grandes pérdidas econdmicas en diferentes cultivos en todo

el mundo, producen metabolitos que son toxicos para los seres humanos y los animales.
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C-R3 C-R17 C-R5 C-R13 C-R19
Figura 5. Frutos de chayote infectados por Fusarium spp. con presencia de micelio blanco y
pudricion (C-R3 y C-R17), pudricidn leve por herida (C-R5) y pudricion (C-R13 y C-R19).

Tal como se ve en la Figura 6, en medio de cultivo PDA, F. oxysporum presento colonias con
micelio aéreo abundante similar al algodon, de color blanco, que con el paso de los dias se torno
color violeta. Estas caracteristicas concuerdan con las descritas en los trabajos de Romero-
Velazquez et al. (2015) y Olguin-Hernandez et al. (2017). Por otro lado, F. solani presentd un
micelio extenso, similar al algodon, y el color de la colonia varié de amarillo a rosa; estos

resultados concuerdan con lo descrito por Romero-Velazquez et al. (2015).

C-R3 C-R5 C-R17 C-R13 C-R19
Figura 6. Colonias de Fusarium spp. de chayote incubadas en medio de cultivo PDA: F. oxysporum
(C-R3y C-R5), F. Solani (C-R17), y Fusarium sp. (C-R13 y C-R19)

En la observacion microscopica (figura 7) se pudieron apreciar diferentes tipos de esporas, estas
fueron microconidios unicelulares en forma de coma o macroconidios con forma de canoa de 3 a

5 septos, su micelio fue septado, con monifialides con cadena.
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C-R3 C-R5 C-R17 C-R13 C-R19

Figura 7. Observacion microscépica (40X) de F. oxysporum (C-R3: macroconidios, C-R5: micro

y macroconidias septados), F. Solani (C-R17: monifialides con cadena) y Fusarium sp. C-R13:

micelio septado y microconidias y macroconidios con 3 a 5 septos, y C-R19: esporodoquia).

1.9.3 Phytophthora capsici

De acuerdo con lo descrito por Olguin-Hernandez et al. (2017), los sintomas presentes en el fruto
del chayote provocados por P. capsici se le conocen como moho blanco; en los frutos se presento
como manchas acuosas en forma de anillos sobre el epicarpio que se agrandaron con el tiempo y
se cubrieron de micelio, el cual también se desarrollé internamente (Figura 8). Por otro lado,
Andrade-Luna et al. (2017) indicaron la presencia de micelio blanco en los frutos de chayote, asi

como pérdida de turgencia y pudricion.

' oy, ‘

C-R4 C-R14
Figura 8. Formacidn de anillos en la zona de la lesion causada por P. capsici en los chayotes.

La colonia de P. capsici en medio de cultivo PDA tuvo una forma caracteristica de flor o estrella
transparente a blanca con poco micelio aéreo; sus estructuras microscopicas presentaron

esporangios en cabezuela, esporangios papilados, esporangios con pedicelo largo y oosporas
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(Figura 9). Olguin-Hernandez et al. (2017) y Reyes-Tena et al. (2021) presentaron resultados
similares en sus observaciones macro y microscépicas para esta especie. Adicionalmente,
Andrade-Luna et al. (2017) indicaron la presencia de hifas aéreas abundantes, algodonosas, poco

radiadas y compactas y un micelio cenocitico, hialino, ramificado y de diametro irregular.

C-R4 C-R14

Figura 9. Colonias de P. capsici de chayote incubadas en medio de cultivo PDA: A) crecimiento

caracteristico de flor, B) observacion microscépica (40X) del desarrollo de esporangios sobre
simpodio simple, C) crecimiento en forma de estrella, y D) observacion microscopica (40X) del

esporangio elipsoide papilado.

1.9.4 Geotrichum sp.

Segln Olguin-Hernandez et al. (2017), los sintomas en el fruto de chayote causados por
Geotrichum sp. se presentan cuando el fruto ha sufrido un dafio fisico por incisiones y heridas.
Este microorganismo afecta a frutos maduros cuando se mantienen en empaques plasticos, los
cuales retienen la humedad derivada de su transpiracion en la superficie del fruto, este se vuelve

blando mientras que la pudricidn avanza rapidamente (Figura 10).
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C-R16 C-R18

Figura 10. Frutos de chayote con pudricion acida o amarga causada por Geotrichum sp.

La colonia de Geotrichum sp. presentd un color blanco a crema, que con el tiempo dio una
tonalidad rosa, ademéas presentd un micelio poco denso y con formaciones de anillos. Las
estructuras de las hifas fueron septadas, con taificaciones, artroconidias rectangulares a cilindricas

y con formacion de cadenas o artroconidias unicelilares (Figura 11).
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C-R16 C-R18
Figura 11. Colonias de Geotrichum sp. de chayote incubadas en medio de cultivo PDA (AyC) y

estructuras de reproduccidn vistas en microscopio optico (40X) (B y D).

1.9.5 Didimella bryoniae

En la Figura 12 se aprecian los sintomas de la infeccion por D. bryoniae en chayote, el cual provocé
una pudricion seca; el micelio fue abundante en la parte infectada y se observo una coloracion café
alrededor de la lesion (A). En la caja Petri con medio PDA el micelio fue abundante con una
coloracion inicial blanca que con el paso de los dias se torné gris y posteriormente negra (B). Bajo

el microscopio optico se observo la estructutura del micelio, la cual fue septada (C).
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A) B) C)

Figura 12. D. bryoniae. A) Fruto de chayote con pudricion seca y micelio blanco, B) colonia con

abundante micelio color negro en medio de cultivo PDA, y C) observacion microscopica de
micelio (40X).

1.9.6 Cladosporium sp.

No se ha reportado la enfermedad por Cladosporium sp. en frutos de chayote en estudios previos,
los sintomas que se presentaron fueron pudricién color marron y pequefias aglomeraciones
cremosas en el fruto; en medio de cultivo PDA se observaron colonias de color marrén a verde y
micelio aterciopelado bajo y velloso, ademas, se observaron pequefios conidios ovales de color
amarillo castafio (Figura 13). No se pudo realizar el seguimiento de la enfermedad ya que los

preservados no fueron viables para continuar los estudios.
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A) B) C)
Figura 13 A) Fruto dafiado por Cladosporium sp. (C-R2), B) crecimiento del hongo en medio de

cultivo PDA y C) vista en microscopio optico (40X).

1.9.7 Chaetomium globosum

De acuerdo con lo descrito por Romero-Velazquez et al. (2015) los frutos de chayote afectados
por C. globosum presentan lesiones de color marrén sobre la epidermis con micelio blanco; estos
sintomas fueron los obtenidos en el presente estudio; en medio de cultivo PDA la colonia formo

aglomeraciones rizadas en las puntas de la hifa, su color fue marrén a verde (Figura 14).

A) B) 3
Figura 14. A) Fruto de chayote con lesiones provocadas por C. globosum, B) cultivo del hongo en

caja Petri y C) observacion microscopica (100X) de antroconidias ovales a circulares.
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1.10 Preservacion de hongos

Los hongos aislados tuvieron un tiempo de preservacion distinto dependiendo del medio de
conservacion (Tabla 5). Algunos de ellos no se pudieron recuperar con ninguno de los tratamientos,
estos fueron Cladosporium sp., P. capsici, Gliocladium sp. y C. globosum. Por otro lado, los
hongos que se recuperaron satisfactoriamente fueron los del género Fusarium, asi como
Colletotrichum sp. y Geotrichum sp. Los del género Fusarium presentaron un tiempo de
preservacion de 19 meses en todos los medios. Por otro lado, Colletotrichum sp. se conservo
durante 3 meses en agua destilada 70%-glicerol 30% y en agua inyectable 70%-glicerol 30%, 12
meses en aceite mineral 98%-Inex-A® 2% y 12 meses en agua destilada. EIl agua destilada
(temperatura ambiente) mostro ser eficiente en la conservacion de los hongos, con excepcion de
D. bryoniae, el cual solo se conservd en los tratamientos bajo congelacién, y Geotrichum sp. el
cual solo se logré preservar en la solucion de agua destilada 70%-glicerol 30%. Los resultados
fueron similares a los reportados Panizo et al. (2005) y Cuadrado Cano et al. (2015), a excepcion

de P. capsici, ya que su conservacion en los distintos tratamientos no fue posible.
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Tabla 5. Tratamientos aplicados para la preservacion de hongos causantes de enfermedades postcosecha de chayote.

Tratamiento

Agua destilada 70%-

Agua inyectable 30%-

Aceite mineral 98%-

Agua destilada

Hongo Glicerol 30% Glicerol 70% Inex-A® 2% (temperatura
(-20 °C) (-20 °C) (-20 °C) ambiente)
Tiempo de preservacion (meses)
Didimella bryoniae 0-3 0-3 0-3 --
Cladosporium sp. -- -- -- --
Fusarium oxysporum 0-19 0-19 0-1 0-19
Phytophthora capsici -- -- -- --
Fusarium oxysporum 0-19 0-19 0-19 0-19
Gliocladium sp. - -- - --
Colletotrichum sp. 0-3 0-3 0-12 0-12
Colletotrichum sp. 0-3 0-3 0-12 0-12
Colletotrichum sp. 0-3 0-3 0-12 0-12
Chaetomium globosum -- -- -- --
Colletotrichum sp. 0-3 0-3 0-12 0-12
Fusarium sp. 0-19 0-19 0-19 0-19
Phytophthora capsici -- -- -- --
Colletotrichum sp. 0-3 0-3 0-12 0-12
Geotrichum sp. 0-19 -- -- --
Fusarium solani 0-19 0-19 0-19 0-19
Geotrichum sp. 0-19 -- - -
Fusarium sp. 0-19 0-19 0-19 0-19
Colletotrichum sp. 0-3 0-3 0-12 0-12
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1.11 Efectividad in vitro de extractos vegetales en el control de hongos postcosecha de

chayote

Se evaluo la efectividad in vitro de aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum), aceite de
neem (Azadirachta indica) y extracto de frutos de zapote negro (Diospyros digyna) a
concentraciones de 300, 350 y 400 ppm, sobre F. oxysporum, F. solani, Geotrichum sp. y P.

capsici, los cuéles fueron aislados del chayote.

El aceite esencial de canela tuvo un efecto fungicida ya que inhibi6 al 100% el crecimiento de los
microorganismos con todas las concentraciones empleadas. Por otra parte, el aceite de neem vy el
extracto de zapote negro tuvieron actividad fungistatica ya que retrasaron el crecimiento micelial
de los hongos. En general, el aceite de neem fue mas efectivo inhibiendo el crecimiento micelial

de los microorganismos que el extracto de zapote negro (Figura 15).
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Figura 15. Actividad antifungica de aceite de neem y extracto de zapote, expresada en porcentaje

de inhibicién del crecimiento de los hongos en comparacidn con un testigo absoluto. Medias con
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las mismas letras no presentan diferencia significativa con la prueba de Tukey (P<0.05).

En la Tabla 6 se muestra el efecto de diferentes concentraciones de aceite de neem y de extracto

de zapote negro en el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de las especies fungicas en

comparacién con el testigo absoluto.

Tabla 6. Efecto del aceite de neem y de extracto de zapote en el porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial de especies fungicas aisladas de chayote, después de 7 dias de incubacion a

27 °C.

Tratamiento Concentracion

F. oxysporum

F. solani

Geotrichum sp. P. capsici

(ppm) (Porcentaje de inhibicién)
Extracto de 300 4.70 0 0 7.88
zapote 350 7.75 8.17 7.67 10.19
400 26.07 21.95 28.61 24.28
. 300 24.69 39.50 13.34 51.87
A‘;‘Z‘éfnde 350 22.56 40.70 22.33 56.09
400 27.82 42.29 20.96 53.31
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La actividad fungistatica del aceite de neem se vio influenciada por la concentracion empleada,
ademas, su efectividad fue distinta entre las especies fungicas. EI género Geotrichum y F.
oxysporum presentaron mayor resistencia al aceite de neem, ya que se logré una inhibicion maxima
de 22.33% a 350 ppm para Geotrichum y 27.82% a 400 ppm para F. oxysporum; mientras P.

capsici fue inhibido 56.09% a 350 ppm y F. solani 42.29% a 400 ppm.

Respecto al extracto de zapote negro, el porcentaje de inhibicion fue proporcional a la
concentracion del mismo en todas las especies evaluadas, inhibiendo el desarrollo micelial en
porcentajes similares (21.95-28.61%) en todos los hongos con el extracto a 400 ppm. A pesar de
esto, cabe destacar que el extracto tuvo mayor efectividad a 400 ppm (28.61%) que el aceite de
neem a 350 ppm (22.33%) contra el género Geotrichum; y su efecto fue equivalente (26.07%) a
este aceite ante F. oxysporum (27.82%), ambos a 400 ppm. Adicionalmente, el extracto de zapote

negro causo que el desarrollo de micelio fuera menos denso en F. oxysporum y F. solani.

En la Figura 16 se puede observar el crecimiento micelial diario de los microorganismos con los
diferentes tratamientos. Todos los hongos presentaron un crecimiento micelial constante a lo largo
de los 7 dias de incubacidn, el cual fue menor al control con la mayoria de los extractos y similar
con algunos extractos de zapote. Sin embargo, cabe sefialar que en F. solani y Geotrichum sp. los
extractos de zapote a 300 ppm provocaron mayor crecimiento micelial que el testigo; estas

diferencias fueron notorias el dia 6 y 7 en F. solani y del dia 3 al 7 en Geotrichum sp.
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extracto de zapote (Z300, Z350 y Z400) a 300, 350 y 400 ppm y un testigo absoluto.

El uso de agroguimicos sintéticos representa un serio problema a nivel ambiental y de salud
publica, debido a esto se realizan investigaciones para encontrar alternativas accesibles, sencillas
de aplicar, no toxicas para los seres humanos y amigables con el medio ambiente. Los metabolitos
secundarios encontrados en las plantas son de especial interés en la bdsqueda de estrategias de
control de enfermedades que afectan durante la cosecha y postcosecha de productos
hortofruticolas. Estos metabolitos pueden ser aplicados mediante extractos vegetales, aceites

esenciales o especificamente el metabolito aislado del tejido vegetal (umafaenitez et al., 2005;

Villa-Martinez et al., 2015).
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Los extractos son elaborados a partir de diferentes 6rganos de las plantas y pueden contener
decenas de compuestos bioactivos, entre los cuéles algunos de ellos han demostrado actividades
antifungicas. Los patogenos pueden verse afectados diferencialmente por estos compuestos en
determinadas concentraciones y proporciones (Montes-Belmont y Carvajal, 2009; Villa-Martinez et

al., 2015).

La actividad antifingica de la canela ha sido demostrada en diversos estudios contra variedad de
hongos fitopatdgenos. Barrera-Necha y Garcia-Barrera (2008) mostraron una reduccion
importante del crecimiento micelial (16 mm contra 50 mm del testigo) en Fusarium sp. aislado de
papaya, después de 8 dias de incubacion a 25 °C con 250 pg mL™ (250 ppm) de aceite esencial de
canela. Por otro lado, Ochoa-Fuentes et al., 2012 encontraron que el extracto metandlico de canela
a 300 ppm inhibid el crecimiento micelial de F. culmorum (31.81%), F. oxysporum (43.15%) y F.

solani (45.58%).

Por su parte, Ramirez-Gonzalez et al. (2016) aislaron y caracterizaron los hongos Alternaria solani
y F. oxysporum de tomate y C. gloesporioides de papaya y mostraron que el aceite de canela al
0.1% inhibié en su totalidad el crecimiento y formacioén de conidias de A. solani, y C.
gloesporioides, y en F. oxysporum no se presenté formacion de conidias y se redujo
significativamente el crecimiento micelial. Por otra parte, Caceres Rueda de Ledn et al. (2013)
aplicaron un extracto acuoso de canela, el cual presento actividad antifungica a una concentracion

de 500 ppm para F. oxysporum, Alternaria alternata, Geotrichum candidum, entre otros.

Los extractos y aceites de canela también se han evaluado in vivo. Pazmifio-Miranda et al. (2017)
probaron en fresa un extracto hidro-etandlico de canela sobre pudricion gris (Botrytis cinerea) y

observaron que a dosis de 15 ml L™ aplicadas cada 6 dias, la incidencia y severidad de la pudricion
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gris fue menor. Otro estudio en frutos de papaya inoculados artificialmente con C. gloeosporioides,
mostré que una dosis de 0.0054% de extracto de canela controld la severidad de la antracnosis,
mientras que, a mayores dosis la severidad aumenté (Landero Valenzuela et al., 2013). Asimismo,
Kowalska et al. (2020) utilizaron una solucion acuosa de canela al 0.5 y 1% para inhibir el moho
gris (Botrytis cinerea) en plantas de tomate, el cual mostré una inhibicion del 54.4% y 81.4%,
respectivamente, ademas, este filtrado influyo positivamente en el crecimiento de las plantas, tanto

en el invernadero como en campo.

Zulueta-Rodriguez et al. (2007) indicaron que no se conocen los mecanismos de accién especificos
de los aceites y extractos vegetales, aunque una posibilidad es que tienen que ver con la membrana
semipermeable de las células, compuesta de proteinas y grasas. Si el compuesto tiene grupos
solubles en agua (polares) y grupos solubles en grasas (no polares), podra penetrar la célula. La
parte polar se disolvera en la fase exterior proteica de la membrana y posteriormente el grupo no
polar se disolvera en la parte central de la membrana. Sin embargo, un estudio publicado en 2010
demostrd algunos de los mecanismos antimicrobianos de la canela, destacando el incremento de
la permeabilidad de la membrana plasmatica del microorganismo, ademas de la fuga de iones por

la membrana, provocando la inactividad total de la célula (Unlu et al., 2010).

Aunque la actividad fungicida y fungistatica de los aceites y extractos vegetales implica el efecto
de diferentes compuestos, es posible que los componentes mayoritarios ejerzan el mayor impacto
antifangico. Céceres Rueda de Leon et al. (2013) determinaron mediante HPLC la presencia de
cinamaldehido como compuesto mayoritario, kaempferol en menor proporcion y trazas de alcohol
cinamico en un extracto acuoso de canela. Al respecto, Barrera-Necha y Garcia-Barrera (2008)
mostraron que el cinamaldehido, a una concentracion de 100 ppm, fue suficiente para inhibir el

crecimiento micelial de Fusarium sp. al 100%.
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Los estudios anteriores demuestran tanto el efecto fungicida como fungistatico de extractos y
aceites esenciales de canela; lo cual coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio

con los hongos aislados de chayote.

Respecto al aceite de neem, Rawat et al. (2017) investigaron la capacidad del mismo para inhibir
el crecimiento de micelio de Schizophyllum commune, F. oxysporum, F. proliferatum, Coniophora
puteana y Alternaria alternata; encontrando el mayor efecto inhibitorio con los tratamientos a
concentraciones mayores al 2%. Por otro lado, Landero Valenzuela et al. (2013) encontraron que
el extracto metanolico de semillas de neem a una concentracion de 0.0300% fue efectivo
inhibiendo el desarrollo micelial de C. gloeosporioides y a 0.1200% controlando la germinacion,

esto con respecto al control (p<0.0001).

En estudios in vivo con extractos de neem, Bolivar et al. (2009) determinaron el efecto de extractos
etanolicos sobre la antracnosis en frutos de mango inoculados con C. gloeosporioides y
encontraron que el extracto de neem, a una concentracion de 2.5%, redujo el diametro de la lesion
en 19.9% respecto al control; tambien, Lal et al. (2021) evaluaron tratamientos con productos de
base organica contra Phytophthora infestans en dos cultivares de papa, durante dos afios
consecutivos; los tratamientos consistieron en aceite de neem, Pseudomonas fluorescens y
Trichoderma viride al 6, 1 y 2%, respectivamente, y encontraron que los cultivares tratados con

aceite de neem tuvieron la menor incidencia de la enfermedad.

El neem contiene mas de 300 metabolitos secundarios, de los cuéles la tercera parte son limonoides
(nimbina, nimbidina, azadiractina, etc.) de interés comercial y cientifico por sus efectos biologicos.
La azadiractina ha sido reportada como el principal componente con actividad bioldgica en el neem

(Dai et al., 1999; Dubey y Kumar, 2003). Mientras tanto, Bolivar et al., 2009 determinaron la
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presencia de alcaloides, aceites esenciales, polifenoles, taninos y saponinas en un extracto

etandlico de hojas de neem.

Los estudios anteriores coinciden con los resultados obtenidos para aceite de neem en hongos
fitopatdgenos de chayote. La variabilidad en la efectividad de los extractos de neem puede deberse
a que el contenido de los componentes de los frutos de neem varia de acuerdo a la madurez del
fruto y posiblemente también dependiendo de la variedad genética (Ramos et al., 2004).
Adicionalmente, Niaz et al. (2008) indicaron que la efectividad del aceite de neem puede variar de

acuerdo con el método de extraccion, la zona geografica y la pureza del aceite.

En cuanto a la actividad antifingica del zapote negro, se han realizado pocos estudios. Sin
embargo, muchos autores han estudiado la actividad bioldgica de una gran variedad de especies
del género Diospyros; y han encontrado efectos antioxidantes, analgesicos, antimicrobianos,
fungicidas, insecticidas, entre muchos otros (Rauf et al., 2017). Algunos de los compuestos
bioactivos reportados en el género Diospyros son kaempferol, quercetina, acido galico,
plumbagina, diospirina, etc. (Pino et al., 2014; Rauf et al., 2017). Por su parte, Arellano-Gomez et

al. (2005) destacan al cinamaldehido encontrado en zapote por su conocido efecto fungicida.

Surapuram et al. (2014) evaluaron las propiedades antifungicas de mas de 50 extractos de plantas
contra Aspergillus niger y Rhizopus stolonifer, el extracto etanolico de corteza del arbol de zapote
negro a una concentracion de 156 pg mL™* mostrd inhibicion significativa de A. niger y no tuvo
efecto contra Rhizopus stolonifer; sin embargo, su efectividad fue superada por Drymonia
conchocalyx (extracto etandlico a 39 ug mL™), corteza de Ardisia revoluta (extracto en acetona a

78 ug mL™Y), hojas de Camellia sinensis (extracto acuoso a 78 pug mL™); entre otros.
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Otros autores encontraron que el extracto de metanol/diclorometano de corteza de tallo de
Diospyros crassiflora fue efectivo en la inhibicién del crecimiento de cepas flngicas como
Candida albicans, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans, Aspergillus niger, Aspergillus

flavus, Fusarium sp. y Penicillium sp. (Dzoyem et al., 2007).

En contraste, Ramirez-Briones et al. (2019) no encontraron actividad antifingica de extractos de
hojas de zapote negro contra dos especies fitopatdgenas conocidas; los autores comentaron la
posibilidad de que los solventes polares utilizados fueran incapaces de extraer los compuestos con
mayor capacidad biocida, las naftoquinonas, las cuales son no-polares; no obstante, se encontro
una gran cantidad de compuestos fenolicos en los extractos, los cuales son conocidos por su accién

contra hongos y levaduras, por lo que los autores sugieren mas investigacion al respecto.

En el presente estudio el factor concentracion del extracto de zapote fue clave en la accién
fungistatica del mismo. Respecto a lo anterior, existe la posibilidad de que la actividad antifungica
de los extractos pueda perderse debido a la volatilizacion, descomposicion, desnaturalizacion o
inactivacion de las sustancias responsables de dicha actividad; por lo que una concentracién mayor

puede compensar este efecto (Montes, 2000).

Cabe mencionar que los metabolitos secundarios con actividad antifingica pueden distribuirse en
diferentes partes de la planta y a diferentes concentraciones, asi mismo, dependiendo de solvente
empleado se obtienen distintos compuestos y concentraciones de los mismos ya que dependen de
la afinidad quimica con los solventes para ser extraidos (Bautista-Bafios et al., 2003). Por lo tanto,
es necesario realizar investigaciones sobre extractos de diferentes partes de la planta de zapote

negro; asi como evaluar distintos métodos de extraccion de sus compuestos bioactivos.
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En términos generales, considerando los resultados obtenidos con los tres extractos vegetales
evaluados en los hongos fitopatdgenos aislados de chayote y la evidencia cientifica discutida
previamente, es relevante considerar que la efectividad de los extractos, en general, depende de
factores como el 6rgano de la planta utilizado, el método de extraccion, la concentracion del
extracto y la especie fungica en cuestion. También es importante tener en cuenta que la actividad
de los extractos contra los hongos puede presentarse en diferentes etapas de su desarrollo, por lo
que el crecimiento micelial es sélo uno de los pardmetros a considerar en el control de hongos; asi
mismo, valorar que la concentracion efectiva en los estudios in vitro podria ser distinta en estudios

in vivo en el chayote.
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CONCLUSIONES

Se evaluo aceite esencial de canela, aceite de neem y extracto de zapote en la inhibicion del
crecimiento micelial in vitro de F. oxysporum, F. solani, Goetrichum sp. y Phytophthora capsici,

los cuéles fueron aislados de frutos de chayote en madurez horticola.

El aceite esencial de canela inhibid por completo el crecimiento de todos los hongos fitopatogenos.
El aceite de neem y el extracto de zapote presentaron actividad fungistatica; el primero fue mejor
retrasando el crecimiento de F. solani y Phytophthora capsici, mientras que el zapote tuvo mayor
actividad en contra el género Geotrichum, aunque fue moderada. Por otro lado, ambos extractos

tuvieron un efecto antiflngico similar ante F. oxysporum, el cual fue moderado.

En conclusiéon, el aceite de canela es una alternativa eficiente para el tratamiento de hongos
fitopatdgenos que causan enfermedades en chayote y en otros productos; sin embargo, se requieren

estudios in vivo en chayote para determinar la concentracion 6ptima efectiva.

Por otro lado, aunque el aceite de neem y el extracto de zapote controlaron el crecimiento de estos
hongos, seria pertinente evaluar su actividad ante diferentes etapas del desarrollo de los hongos;
asi como realizar investigaciones con el objetivo de conocer las concentraciones 6ptimas de cada
extracto tanto in vitro como en el fruto de chayote. Adicionalmente, futuras investigaciones

podrian enfocarse en evaluar diferentes partes de la planta de zapote y otros tipos de extracciones.
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