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1. Introduccion

Los frutos de papaya en postcosecha son altamente perecederos debido a su condicion
climatérica; sin embargo, bajo condiciones adecuadas de almacenamiento (10° C/90-95%
HR) pueden conservar su calidad durante tres semanas (Kader, 1992). Contrariamente, las
pudriciones debidas a diferentes patdgenos son factores que pueden afectar la calidad
postcosecha, tales como: Phoma caricae-papayae (Tarr) Punith., (1980), Rhizopus
stolonifer Ehrenb. (Ex Fr.) Lind, Alternaria alternata (Fries) Keissler, Lasiodiplodia
theobromae (Berk, y Curt.) v. Arx y Fusarium spp. (Benato et al., 2001; Snowdon, 1990) y
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. agente casusal de la antracnosis, la
principal enfermedad postcosecha de la papaya (Macedo, 2004; Cappellini et al., 1998;
Guzman, 1998; Dickman y Alvarez, 1983; Arias, 1992).

El desarrollo de la antracnosis en anaquel es favorecido por el mal manejo que se le da a la
fruta antes, durante y después de la cosecha (Arauz y Mora, 1983). En la mayoria de los
paises productores de papaya la incidencia de las enfermedades postcosecha presenta
valores altos cuando se aplican medidas de combate deficientes o nulas. Tal fue el caso de
Brasil donde el 100% de los frutos presentd enfermedades fungosas, en comparacion con
valores del 25 al 50% en el caso de la fruta tratada con diversos productos fungicidas
(Bolkan, 1976).

El método méas empleado para el control de esta enfermedad es la aplicacion de fungicidas
sintéticos; sin embargo, el uso de quimicos en la fruticultura ha sido restringido en muchos
paises (Serrano et al., 2005, Dayan et al., 2009). Asi, los paises consumidores demandan
productos agricolas sin residuos de pesticidas (Cutler y Cutler, 1999; Serrano et al., 2005).
Ademas, los pesticidas pueden afectar las poblaciones de diversos organismos benéficos, y
y sus formas toxicas pueden persistir en el suelo (Hayes y Laws, 1991). Asimismo se puede
incrementar la resistencia de patdgenos hacia los quimicos sintéticos (Cakir et al., 2005;
Ramezani, et al., 2002).

Por lo anterior se requieren desarrollar nuevas tecnologias de preservacion de papaya, las

cuéles deben ser amigables con el medio ambiente y seguras para el humano (Duru et al.,



2003). A la fecha, se han desarrollado varias tecnologias naturales de empaque, en las
cuales, los agentes antimicrobiales son incorporados en la superficie del empaque y
liberados poco a poco dentro del mismo (Suppakul et al., 2003). Entre las diversas
alternativas el uso de productos de origen vegetal, el uso de aceites esenciales que son
biodegradables ha llamado la atencion de cientificos alrededor del mundo. Los productos
de origen vegetal ademas de ser econémicos y seguros ambientalmente, han demostrado ser
eficaces para el control de enfermedades postcosecha, por lo que se consideran candidatos
ideales para su uso como agroquimicos (Macias et al., 1997). Recientemente se encontrd
que los aceites esenciales de hierba de limén (Cymbopogon citratus Stapf) y canela
(Cinnamomum zeylanicum J. Presl) tienen propiedades antifingicas en contra de
Colletotrichum musae (Berk. et Curt.) en bananas (Magbool et al., 2010). Uno de los
compuestos azufrados ampliamente estudiados son los sulfuros organicos, los cuales se
encuentran distribuidos en las especies de Allium, entre ellos se puede mencionar a la
Alicina, este ha sido aislado en estado puro como un liquido incoloro que contiene
aproximadamente un 40% de azufre en su molécula. Se ha demostrado también su actividad
antibacteriana y antifungica (Cavallito y Bailey, 1994; Bianchi et al., 1997; Montes et al.,
1990; Reyes, 1996; Barios et al., 2004). En un estudio en donde se emple6 extracto de ajo
(Allium sativum L.) in vitro, se encontré que este tuvo un amplio espectro de accioén contra
los 14 hongos que se probaron. Asimismo C. gloeosporioides fue controlado por este
extracto, manteniendo sanos hasta un 65.2% de frutos de aguacate (Reyes, 1996). En
estudios realizados por Barfios et al., (2004) se evidencio que extractos de ajo y eucalipto
(Eucaliptus globulus Labill) redujeron la severidad de la antracnosis en frutos de papaya en
un 45 y 41.7% respectivamente. Bianchi et al., (1997) observaron que los extractos de
bulbo de ajo inhibieron en un 80% el crecimiento micelial de C. lindemuthianum (Sacc. y
Mag.).

El aceite esencial de limon (Citrus lemon) (L.) Burm. f. (pro. sp.) contiene diversos
compuestos, entre ellos el Citral y el Limoneno, compuestos que pertenecen a la familia de
los terpenos y se ha demostrado que tienen actividad fungitoxica (Misra et al., 1988). Los

extractos de hojas de limén y papaya han sido utilizados para el control de otros hongos



postcosecha, como son Fusarium spp., Alternaria spp., Pestalotiopsis spp. y Rhizopus spp.
Por ejemplo Bautista et al. (2002) observaron que el extracto de hoja de limon inhibid
completamente el desarrollo de C. gloeosporioides in vitro. Otro citrico utilizado para el
control de este hongo fue la toronja, de la cual se emplearon las semillas, demostrandose
una reduccién significativa de la infeccion en Passiflora mollisima (Bailey) (Céceres et al.,
1998).

Otra alternativa de control amigable con el ambiente es el uso de hongos antagonistas
debido a que su accion puede ser aprovechada como una forma de control biol6gico de
patdgenos. Entre los microorganismos mas importantes se encuentran los hongos de los
géneros Penicillium oxalicum Corrie and Thom, Gliocladium viride Matruchot,
Gliocladium roseum Bainier, Trichoderma harzianum Rifai y Cladosporium sp.
(Fernandez-Larrea, 2001).

T. harzianum, es el antagonista mas utilizado para el control de enfermedades producidos
por hongos fitopatdgenos como Phytophthora capsici (Leo.), Rhizoctonia solani (Kihn),
Sclerotium rolfsii (Sacc.), A. alternata, Fusarium oxysporum f.sp. gladioli (Sacc.),
Verticillium dahliae (Kleb) y F. oxysporum f.sp. lycopersici. Trichoderma desplaza al
hongo fitopatdgeno: por competencia directa, espacio o nutrientes, parasitismo directo con
metabolitos antifungicos y enzimas hidroliticas a los que se atribuyen cambios estructurales
a nivel celular, tales como la desintegracion del citoplasma vy lisis celular (Ezziyyani et al.,
2005). De acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo se propone evaluar el efecto que
tienen diferentes extractos vegetales asi como el hongo Trichoderma sp. sobre C.

gloeosporioides en papaya (Carica papaya L.) en postcosecha.



2. Objetivos
2.1 Objetivo general

Determinar la actividad antifungica in vitro e in vivo de extractos vegetales y Trichoderma

en el control de C. gloeosporioides en frutos de papaya en postcosecha.
2.20bjetivos particulares

1. Evaluar el efecto de extractos vegetales crudos de semillas, hojas y céscara de limon
(Citrus aurantifolia); semillas de ajo (Allium sativum), canela (Cinnamomun zeylanicum) y
neem (Azadirachta indica) en la germinacion, crecimiento micelial y esporulacion de

aislamientos de C. gloeosporioides.

2. Determinar el efecto de los extractos vegetales crudos seleccionados en las pruebas in

vitro sobre la severidad de C. gloeosporioides en frutos de papaya en postcosecha.

3. Determinar la fitotoxicidad como respuesta a las aplicaciones de las alternativas de

control en los frutos de papaya.

4. Evaluar el efecto in vitro de diferentes especies de Trichoderma spp. sobre el crecimiento

micelial de C. gloeosporioides.

5. Evaluar el efecto in vivo de diferentes especies de Trichoderma spp. en la severidad de

C. gloeosporioides en frutos de papaya en postcosecha.



3. Capitulo I. Revision de literatura

3.1 Importancia del cultivo de papaya

El papayo es uno de los frutales mas cultivados en los paises tropicales debido a que es una
planta de produccion rapida y corto periodo de reembolso. Otro aspecto que ha contribuido
a la expansion de este cultivo en los ultimos afios, ha sido el incremento de la demanda,

motivada por su valor alimenticio (Ramos, 2002).

Su produccion se ha extendido en diversos paises tropicales y subtropicales del mundo,
como son India, Brasil, Nigeria, Indonesia, México, Filipinas, Tailandia, China y Congo
(Figura 1). En 2011, México ocup6 el primer lugar como pais exportador, seguido por

Belice y Guatemala, y quinto como productor mundial (FAOSTAT, 2011).
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Figura 1. Principales paises productores de papaya en el mundo. FAOSTAT 2011

El fruto es muy susceptible a diversas enfermedades ocasionadas por hongos, entre ellos C.
gloeosporioides, que provoca antracnosis en hojas y frutos, ocasionando elevadas pérdidas
econdmicas. A nivel internacional las pérdidas postcosecha han sido reportadas desde un

1% hasta un 93%, dependiendo del manejo que se le dé a los frutos y a los procedimientos



de empaque y comercializacion (Pantastico, 1979; Alvérez y Nishijima, 1987; Paull et al.,
1997).

3.2 Pérdidas postcosecha en papaya ocasionadas por fitopatégenos

En general, en todos los paises donde se cultiva la papaya existen elevadas pérdidas
postcosechas debido al dafio por numerosas enfermedades, o combinadas con manejo y
empaque ineficiente de los frutos. Desde 1978, la Academia Nacional de Ciencia de los
Estados Unidos estimd que el intervalo de pérdidas postcosecha de papaya en todo el
mundo era de 40-100% (NAS, 1978).

De acuerdo a algunos reportes, Hawaii ha presentado pérdidas del 75% (Paul et al., 1997),
Brasil mas del 50% (Bolkan et al., 1976), Pakistan 35% (Pantastico, 1979), Costa Rica del
33% (Guzman, 1998), Filipinas del 20-26%, y Taiwan 24% (Paul et al., 1997).

En México no existen reportes sobre pérdidas postcosecha de papaya ocasionada por
microorganismos; sin embargo, se sabe que en el Estado de Veracruz, especificamente en el
municipio de Alto Lucero, las pérdidas varian en relacion a la época del afio. Por ejemplo,
en los meses de febrero a mayo cuando la temperatura es elevada y las precipitaciones
bajas, las pérdidas postcosecha oscilan entre 10 y 15%; por el contrario, en los meses de
junio a septiembre, cuando la temperatura y precipitaciones son elevadas, las pérdidas son
de hasta un 75%.

Los hongos del género Colletotrichum causantes de la antracnosis constituyen un
interesante campo de estudio, y su ambito méas frecuente en que encuentra mayor riqueza,
es el que tiene que ver con su papel de patégeno de plantas (Correa et al., 2007). Este
género es considerado como uno de los mas importantes en la agricultura debido a la
diversidad de especies vegetales que pueden ser afectadas y la magnitud de los dafios
ocasionados sobre las plantas (Femenia, 2007).

Entre las especies mas agresivas pertenecientes a este géenero (Bailey and Jeger, 1992) se
pueden destacar a C. gloeosporioides, éste es un patégeno de una amplia variedad de frutas;
C. acutatum Simmonds patdgeno de almendras, aguacates, mangos, melocotones citricos,
uvas y fresas; C. coccodes (Wallr.) Hughes, éste hongo ataca principalmente a pimientos,

patatas y tomates; C.kahawae Waller y Bridge es el agente causal de la antracnosis de los



bananos y platanos, asi como otras especies con multiples especies como C.
lindemuthianum (Sacc. y Mag.), C. capsici (Sidow) Butler et Bisby, C. dematium (Pers.)

Grove, C. graminicola (Ces,) Wils. y C. truncatum (Schwein.) v. Arx. .

3.3 Clasificacion taxonémica
C. gloeosporioides es el estado imperfecto de Glomerella cingulata (Sutton, 1992). Su
clasificacion taxondmica segin Agrios (1995) es la siguiente:
Reino: Mycetae o Fungi
Divisién: Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Coelomycetes
Orden: Melanconiales
Género: Colletotrichum

Especie: C. gloeosporioides

3.4 Importancia de Colletotrichum gloeosporioides como hongo fitopatégeno

C. gloeosporioides es un patégeno de gran importancia ya que infecta un amplio rango de
hospedantes (Manners et al., 1992), entre ellos mango (Mangifera indica L.), papaya
(Carica papaya), banano (Musa paradisiaca L.) Soja (Glycine max L.), chirimoya
(Annonna cherimola Mill.), flores como violetas (Viola odorata L.), orquideas
(orchidaceae) de diferentes géneros y especies, lluvia de oro (Cassia fistula L.), carambola
(Averrhoa carambola L.), aguacate (Persea americana Mill.), Menta (Menta piperita L.),
gandul (Cajanus cajan L.), la fresa (Fragaria vesca L.), la manzana (Malus domestica
Borkh), la almendra (Prunus dulcis Mill.), la lenteja (Lens culinaris Medik), el algodon
(Gossipium hirsutum L.), el café (Coffea arabica L.), entre otras plantas (Wajid Khan y
Singh, 1974; Lenné, 1992), ademas es uno de los hongos mas importantes causantes de
pudriciones de los frutos en postcosecha (Bolkan et al., 1976). Parte de su importancia
radica en que afecta flores, frutos tanto en arboles en desarrollo como en produccién, y los
frutos pueden ser afectados en cualquier etapa de crecimiento. La antracnosis ocasionada

por C. gloeosporioides es una enfermedad comun y destructiva, tiene distribucion mundial



especialmente en areas humedas y célidas, en donde bajo condiciones favorables, los
tejidos afectados se cubren con masas de esporas de color rosado (Menezes-Morales y
Hanlin, 1996).

En un estudio realizado por Bolkan et al., (1976) se reportd que C. gloeosporioides fue
aislado de frutos de papaya inmaduros y maduros, en porcentajes de 40 y 89%,
respectivamente, demostrando que este microorganismo esté presente en las distintas etapas
de desarrollo del fruto y en porcentajes considerables.

Desde el punto de vista economico, este hongo causa elevadas pérdidas al sector agricola
de todo el mundo (Martinez y Estrada, 1994; Cooke et al., 2003; Leroux, 2003). La mayor
incidencia de la enfermedad se presenta en las areas tropicales y subtropicales del planeta,
debido a las condiciones ambientales de estas regiones, con temperaturas que van desde
medias a altas, lluvias frecuentes y una humedad relativa significativa, que favorecen la

dispersion y el desarrollo del patégeno (Menezes-Morales y Hanlin, 1996).

3.5 Proceso de infeccion

El proceso de infeccién de C. gloeosporioides se inicia con el contacto del hongo y el fruto,
sin ser necesaria la presencia de una herida para facilitar la entrada del hongo. El in6culo
puede tener su origen en plantas enfermas (hojas flores y frutos). Por medio de la lluvia
(salpicadura) y el viento, las esporas son transportadas hasta los frutos que se encuentren en
desarrollo (Chau y Alvarez, 1983). Uno de los conidios se establece en la superficie del
fruto y germinan si la humedad relativa es cercana al 100% y si la temperatura oscila entre
25y 29 °C, entonces el hongo produce una enzima llamada cutinasa, la cual es esencial en
la penetracion del tejido verde del fruto de papaya. Después de varias horas, el tubo
germinativo se alarga y la punta se hincha para formar una estructura conocida como
apresorio, el cual mantiene al hongo firmemente unido al fruto. El crecimiento flngico se
detiene y posiblemente una hifa subcuticular permanece temporalmente inactiva, hasta que
el fruto madura (Binyamini y Schiffmann-Nadel, 1971; Dickman et al., 1982; Coates y
Gowanlock, 1993).

Por lo general, este microorganismo se adquiere cuando el fruto esta en la fase inmadura, y

permanece en forma quiescente o latente (inactivo por un tiempo, pero con capacidad de



reactivarse posteriormente unido a la epidermis por medio del apresorio y de la hifa
subcuticular), y la reactivacion se manifiesta principalmente en la etapa de postcosecha,
cuando el fruto ingresa en la etapa climatérica o de maduracion, es decir, cuando las
condiciones de temperatura, humedad y nutrimentos son adecuadas para la germinacion de
esporas y el desarrollo micelial, ya que en esta etapa numerosas enzimas degradan los
carbohidratos presentes en el fruto, transformandolos en azucares sencillos y &cidos
organicos, necesarios para la nutricion y desarrollo del hongo. De tal forma que las hifas
subcuticulares que habian permanecido inactivas o quiescentes, vuelven a estimularse y se
ramifican a través del tejido hospedero, al que invade rdpidamente, produciendo los
sintomas tipicos de la antracnosis (Verhoeff, 1974; Dickman y Alvarez, 1983; Coates y
Gowanlock, 1993).

3.6 Sintomatologia

La enfermedad causada por las diferentes especies del género Colletotrichum (teleomorfo
Glomerella) se conoce cominmente como antracnosis, y se manifiesta por la aparicion de
manchas oscuras en hojas y frutos, con formas redondeadas u ovaladas, con tamafios
variables que pueden oscilar entre un diametro de 1 6 2 mm hasta 5 cm; en algunas
ocasiones, las lesiones se presentan ligeramente sumidas 0 poseen un contorno levemente
elevado (Morales, 1997).

En general, las lesiones producidas por la antracnosis se presentan con tonalidades negras o
marrones; en otras ocasiones, la infeccion aparece con coloracion que va del rojo ladrillo al
plrpura, y posteriormente cambian hacia coloraciones pardas oscuras, hasta adquirir
tonalidades muy negras. EI nombre de antracnosis hace alusion al aspecto visual de las
manchas necroticas hundidas. Es muy comun observar en los centros de las lesiones mas
antiguas algunas masas de esporas de color rosa o salmén (Rivera, 1991).

En algunos vegetales, la enfermedad produce una disminucion significativa del area foliar,
que conlleva un debilitamiento de las plantas por reduccion de la capacidad fotosintética.
Los ataques a las inflorescencias y a los frutos en formacion ocasionan su caida prematura,
lo que conduce a una disminucién de la productividad; los brotes tiernos y los tallos en

formacion de las plantas adultas y jovenes son afectados drasticamente. El ataque ocasiona,



en muchos casos, la muerte del huésped; este hecho es muy importante en los viveros,
donde se presentan pérdidas significativas de las plantulas destinadas al trasplante. Los
efectos de la enfermedad se ven incrementados por la tendencia del patdégeno a causar
dafos en los frutos durante los procesos de postcosecha; este estadio de la enfermedad
afecta en gran medida a todos los frutos destinados a la exportacion y aquéllos que son
almacenados para su posterior comercializacion o consumo (Castro y Restrepo, 2004).

3.7 Control de Colletotrichum gloeosporioides

Para prolongar la vida postcosecha de los productos hortofruticulas se han implementado
diferentes tecnologias. Actualmente las alternativas de control son variadas debido a que la
estrategia mas comun, los pesticidas, han causado resistencia a éstos organismos patégenos
(Sanders et al., 2000). Las principales son el uso de aire caliente (Coates et al., 1993;
Nishijima et al., 1992), tratamientos hidrotérmicos (Prusky et al., 1999; Smoot y Seagall,
1963), atmdsferas modificadas (Karabulut y Baikal, 2004), luz ultravioleta (Stevens et al.,
1997), extractos de plantas (Bautista-Bafios et al., 2003) y microorganismos como agentes
de control biol6gico (Janisiewics y Korsten, 2002; Spadaro y Gullino, 2004; Wilson y
Wisniewsky, 1989, Woodhead et al., 1990). Las anteriores son alternativas al control
quimico, el cual no deja de ser una alternativa mas y que bajo ciertas condiciones y

aplicado oportuna y correctamente, su uso es justificado.

3.8 Control biologico de fitopatdgenos

El control bioldgico (CB), se define como cualquier condicion o practica por medio de la
cual la sobrevivencia o actividad de un patogeno se reduce a través de la mediacion de
cualquier otro organismo, excepto el hombre, con disminucién de la incidencia de la
enfermedad (Garrett, 1965).

El uso de microorganismos para el control de enfermedades de plantas y de otros problemas
microbiologicos que limitan la productividad ha recibido mayor atencion (Lindow vy
Wilson, 1997). La mayoria de las enfermedades en campo han sido manejadas con
plaguicidas quimicos, los cuales se han aplicado al suelo, semillas, follaje y frutos. Debido

a las consecuencias negativas sobre la salud humana y el ambiente (Kookana y Simpson,
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2000) por las aplicaciones quimicas, la residualidad (OKeeffe y Farell, 2000) y el
desarrollo de resistencia a plaguicidas (Fry y Milgroom, 1990; Ho, 2000), provoco la
busqueda de plaguicidas de remplazo con agentes bioldgicos, que puedan ser utilizados en
el control. Los investigadores enfocan los trabajos a entender principalmente la ecologia y
epidemiologia de los fitopatdégenos, asi como también de los microorganismos benéficos.

El control de fitopatdgenos con microorganismos esta bien documentado y no solo es de
interés académico, sino también comercial (Wilson y Backman, 1998), siendo estos
productos una alternativa viable de uso.

El control bioldgico involucra un conocimiento completo de los sistemas de cultivo,
epidemiologia de la enfermedad, la biologia, ecologia y dindmica de poblacién de los
antagonistas y la interaccion entre todas las variables (Garrett, 1965; Deacon, 1991);
ademas introduce solamente al antagonista cuando hay necesidad de una mayor efectividad
y su poblacion no necesita estar mas grande que aquella que suprime adecuadamente el
indculo primario del patdgeno o el progreso de la enfermedad (Berger, 1988).

3.9 Microorganismos con potencial antagonico

Los hongos antagonista son microorganismos que producen compuestos antifingicos que
limitan severamente el crecimiento de los hongos como por ejemplo: Trichoderma sp,
Gliocladium sp, Streptomyces sp, Coniothyrium sp, P. oxalicum, Candida sp y
Cladosporium sp que compiten con los hongos patdgenos F. oxysporum f.sp. lycopersici, R.
solani, Verticillium dahliae, Botrytis cinérea Pers. y A. alternata por nutrientes y espacio
(Serrano y Galindo, 2006).

Los hongos antagonistas son mas numerosos que los que utilizan las bacterias, y cada
aislado puede expresar uno o mas de ellos en forma simultanea frente a un determinado
patdgeno. De ahi que es importante establecer cuantos y cuales mecanismos esta
expresando un hongo antagonista frente a un determinado fitopatdgeno, y si tiene la
capacidad de expresar esos mismos mecanismos frente a otros patdgenos, hecho que esta
relacionado con la composicion de la pared celular del fitopatdgeno, y la induccién de la
secrecion de enzimas por parte del agente de control bioldgico para la degradacion de esta

estructura. En consecuencia, las alternativas son multiples dado que la expresion de un

11



determinado mecanismo de control bioldgico puede tener como consecuencia un efecto
bioldgico especifico hasta un amplio espectro de accion cuando se expresa para controlar a
mas de un fitopatdgeno. Estos analisis permiten explicar desde el punto de vista molecular,
la eficiencia, especificad, y amplio espectro de algunos antagonistas fingicos con relacion a
otros (Serrano y Galindo, 2006), y a partir de estos antecedentes seleccionar a aquel o
aquellos que sean mas apropiados como son: Trichoderma sp, Gliocladium sp,

Streptomyces sp, Coniothyrium sp, P. oxalicum, Candida sp y Cladosporium sp.

3.10 Criterios para un antagonista ideal

Un antagonista potencial deberia tener ciertas caracteristicas deseables, que lo hacen un
bioagente ideal (Wilson and Wisniewski, 1989; Barkai-Golan, 2001): El antagonista
deberia ser a) genéticamente estable; b) efectivo en bajas concentraciones; ¢) pocos
requerimientos nutricionales; d) capaz de sobrevivir bajo condiciones ambientales adversas;
e) efectivo en contra de un amplio rango de patdgenos; f) resistente a plaguicidas; g)
incapaz de producir metabolitos dafiinos al ser humano; h) no patégeno al hospedero; i)
preparaciones facilmente almacenables y j) compatibles con otros tratamientos fisicos y
quimicos. Ademas un antagonista microbioldgico deberia tener una ventaja adaptativa
sobre un patogeno especifico (Wilson y Wisniewsky, 1989), por ejemplo R. stolonifer es
mas sensible a bajas temperaturas que muchos otros patdgenos. Ademas, para un control
efectivo un antagonista microbial deberia tener la habilidad de crecer, multiplicarse y
suprimir a los patégenos a bajas temperaturas. Asimismo, para controlar enfermedades
postcosechaa un nivel satisfactorio un antagonista deberia tener la habilidad de sobrevivir
bajo condiciones frias de almacenamiento (Lurie et al., 1995). Considerando estos factores,
el trabajo de investigacion sobre el uso de antagonistas microbiales para el control de
enfermedades postcosecha de frutas y vegetales ha sido reorientado en muchos paises. Aln,
si un antagonista tiene todas las caracteristicas deseables el factor econémico decide si sera

comercializado o no.
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3.11 Control bioldgico de Colletotrichum gloeosporioides

El control bioldgico de antracnosis ha sido reportado en manzanas (Chand-Goyal y Spotts,
1996; Janiciewicz et al., 2003), papaya (Gamagae et al., 2004), aguacate (Korsten et al.,
1995) y mango (De Villiers y Korsten, 1996). La mayor parte de los experimentos de
control bioldgico en enfermedades postcosecha se han realizado aplicando los antagonistas
en condiciones controladas de humedad y temperatura. Pocos trabajos se han realizado con
aplicacion de microorganismos en condiciones de campo, en donde la efectividad de los
antagonistas es afectada por otros factores, como cambios de temperatura, humedad, luz
ultravioleta e interaccién con otros microorganismos. Paraddjicamente uno de los mayores
obstaculos para el desarrollo del control bioldgico en postcosecha es su relativa inhabilidad
para controlar infecciones establecidas en precosecha, como son las infecciones latentes
(Spadaro y Gullino, 2004). La aplicacion en campo de los agentes de control bioldgico
puede propiciar la colonizacion de la superficie del fruto y prevenir el establecimiento de
infecciones latentes en los frutos de la huerta productora (Ippolito y Nigro, 2000).

Juarez (2001) reportd una extensiva busqueda de microorganismos antagonistas al agente
causal de la antracnosis del mango, donde se aislaron 120 cepas (5 levaduras y 115
bacterias) de la filésfera de mango, de las cuales dos cepas (una bacteria y una levadura)
fueron las que presentaron mayor actividad antagonista en ensayos in vitro contra C.
gloeosporioides; dichas cepas fueron caracterizadas con mayor detalle (Patifio et al., 2002)
microscopica y bioquimicamente, identificandose a la bacteria Bacillus subtilis y la
levadura Rhodotorula minuta Saito. La caracterizacion fue confirmada con técnicas de
PCR, analizando RNA ribosomal. En bioensayos realizados in vitro la levadura R. minuta
presentd principalmente el fendmeno de antagonismo por competencia y la bacteria B.
subtilis por antibiosis (Allende et al., 2001; Patifio et al., 2002). De estas dos cepas
antagonistas seleccionadas, se probaron formulaciones liquidas a una concentracion de
3X10® UFC/mL, asperjandolas cada 15 dias durante los dos Gltimos meses previos a la
cosecha de mango cultivar Keit. Las formulaciones de R. minuta o B. subtilis controlaron la
antracnosis en niveles que fueron mejores o iguales que los alcanzados con la aplicacion del
fungicida quimico comercial Mancozeb (Allende et al., 2001). También para los dos

microorganismos finalmente seleccionados se probaron medios de cultivo de interés
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industrial usando materias primas de bajo costo y de disponibilidad comercial (Patifio-Vera
et al., 2002). Despues de haber seleccionado el medio de cultivo se procedio a escalar el
proceso de nivel matraz hasta un fermentador de 100 L, usando el criterio de potencia
volumétrica constante. Las células viables obtenidas en el fermentador piloto superaron los
valores que se habian obtenido en los matraces en agitacion y en un tiempo menor (Patifio-
Veraet al., 2002)

Por su parte, Bafios-Guevara et al. (2004) evaluaron los efectos de bacterias antagonistas y
extractos de plantas con propiedades fungitoxicas sobre caracteristicas fisicas, quimicas y
fisiologicas de la papaya maradol inoculada con C. gloeosporioides. Se utilizaron tres
aislamientos de Bacillus firmus Bredemann y Werner y cuatro de Pseudomonas fluorescens
Migula, de los cuales solo dos de B. firmus redujeron in vitro el crecimiento de C.
gloeosporioides en 75.3 y 69.2% en un lapso de 96 horas. Sin embargo, en postcosecha no
ejercieron ningdn control del hongo. Algunos ejemplos de microorganismos antagonistas
utilizados exitosamente para controlar enfermedades en postcosecha son: B. subtilis contra
Alternaria citri (Fr.) Keisll en naranja (Gutter y Litaver, 1953), Monilia fruticola (Winter)
en durazno y chabacano (Pusey y Wilson, 1984), Rhizopus spp. en nectarina y ciruelo
(Pusey et al., 1986), y C. gloeosporioides en mango (Spalding, 1986). Pseudomona
syringae restringié a B. cinerea y a Penicillium expansum Link en pera (Janisiewics y
Criof, 1992); Trichoderma viridae Pers. inhibié a B. cinerea y P. expansum en manzana
(Schields y Atwell, 1963); Enterobacter cloacae controlé a R. stolonifer en durazno
(Wisniewsky et al., 1989).

Otros microorganismos que fueron exitosos para el control bioldgico de enfermedades
postcosecha sobre diferentes especies frutales han sido T. viride, Cladosporium sp.,
Fusarium sp. (Papavizas, 1985; Khetmalas et al., 1984; Dennis, 1971).

3.12 Control de Colletotrichum sp. con extractos vegetales

Una de las alternativas que se han estudiado con resultados prometedores, se basa en el
hecho que las plantas elaboran metabolitos secundarios, con la finalidad de disminuir el
ataque de parasitos y depredadores naturales. Estos compuestos se caracterizan por ser

inocuos para el humano y se consideran como “fungicidas naturales” (Hopkins, 1999).
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Asi, por ejemplo, tenemos que aceites esenciales de diversas especies de plantas tienen
propiedades antimicrobiales, afectando el desarrollo de hongos tanto in vitro como in vivo
de productos horticolas (Molina et al. 2010). Una de estas especies es Thymus vulgaris L.
(Lamiales: lamiaceae), comunmente conocida como tomillo, cuyo aceite esencial tiene
actividad antibacterial y antifingica sobre varios microorganismos patégenos (Hammer et
al., 1999; Vanneste y Boyd, 2002; Rassooli y Mirmostafa, 2003; Yang y Clausen, 2007).
Molina et al. (2010) encontrd que este aceite a 0.15% y aceite esencial de limén mexicano a
0.14% redujeron la enfermedad en un 50%, comparado con el testigo que presentd 100% de
infeccion cuando los frutos fueron inoculados después de la aplicacion del tratamiento.
Extractos de eucalipto y cocoite (Gliricidia sepium Jacq. Kunth ex Walp.) fueron probados
exitosamente contra Colletotrichum spp. y R. solani (Ramirez-Espinoza et al., 1994,
Rodriguez-Caballero y Velandia-Jiménez, 1992; Tansey y Appleton, 1975; Loaiza y
Rivera, 2000).

Uno de los compuestos azufrados ampliamente estudiados son los sulfuros organicos, los
cuales se encuentran ampliamente distribuidos en las especies de Allium. En el caso del ajo,
el sabor se debe a la presencia de estos compuestos. Ellos son inmediatamente reconocidos
por su olor pungente y sus propiedades lacrimdgenas. Probablemente se encuentran en los
tejidos intactos como aminoacidos sulfurados. Entre ellos se puede mencionar a la Aliina y
Alicina. Este ultimo ha sido aislado en estado puro como un liquido incoloro que contiene
aproximadamente un 40% de azufre en su molécula. Se ha demostrado también su actividad
antibacteriana y antifungica (Cavallito y Bailey, 1994; Bianchi et al., 1997; Montes et al.,
1990; Reyes, 1996; Bafios, 2004).

Otras especies vegetales producen aceites esenciales los cuales juegan un papel importante
en la introduccién de los mecanismos de defensa del hospedero contra fitopatdgenos
(Mihaliak, et al., 1991). Se ha demostrado que los aceites esenciales y sus compuestos
tienen un efecto fungicida (Wilson, et al., 1997; Gogoi et al., 1997; Pitarokili et al., 1999;
Meepagala et al., 2002), son inocuos para el medio ambiente y para los consumidores, sin

embargo son efectivos para el control de enfermedades postcosecha.
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El aceite esencial de limon (C. lemon) contiene diversos compuestos, entre ellos el Citral y
el Limoneno, compuestos que pertenecen a la familia de los terpenos y ha demostrado que

tienen actividad fungitoxica (Misra et al., 1988).

En un estudio in vitro en donde se empleo extracto de ajo (Allium sativum), se encontr6 que
este tuvo un amplio espectro de accion contra los 14 hongos probados. Asimismo C.
gloeosporioides ha sido controlado con extracto de ajo, manteniendo sanos hasta un 65.2%
de frutos de aguacate (Reyes, 1996). En estudios realizados por Bafos et al., (2004) se
evidencié que extractos de ajo y eucalipto (Eucaliptus globulus Labill.) redujeron la
severidad de la antracnosis en frutos de papaya en un 45y 41.7% respectivamente. Bianchi
et al., (1997) observaron que los extractos de bulbo de ajo inhibieron en un 80% el
crecimiento micelial de C. lindemuthianum. Los extractos de hojas de limon y papaya han
sido utilizados para el control de otros hongos postcosecha, como son Fusarium spp.,
Alternaria spp., Pestalotiopsis spp. y Rhizopus spp. Por ejemplo Bautista et al. (2002)
observa que el extracto de hoja de limoén (C. lemon) inhibié completamente el desarrollo de
C. gloeosporioides in vitro mientras que el extracto de hoja de C. papaya inhibio
completamente las pudriciones en fruto de papaya. En Colombia se evalu6 el efecto
fungicida de C. papaya sobre Mycosphaerella fijiensis Morelet, utilizando como adherente
el aceite de ricino, los autores encontraron que hubo respuestas de sensibilidad al hongo
(Marin et al., 2006). Otro citrico utilizado para el control de C. gloeosporioides fue toronja,
del cual se emplearon las semillas, demostrandose una reduccion significativa de la
infeccion en P. mollisima (Caceres et al., 1998). Otros estudios han mostrado que C. lemon

tiene efecto contra patogenos de frutas (Montes et al., 1990).

La canela ha sido otras de las especies vegetales comprobadas con efecto antimicrobial
(Alzamora et al., 2003; Burt, 2004; Penalver et al., 2005; Rodriguez et al., 2008; Gofii et
al., 2009). Nikos (2007) encontr6 que frutos de tomate tratados con vapor de aceite de
canela mantuvieron su firmeza durante la exposicion, ademéas los niveles de soélidos
solubles totales fueron estimulados. EI mismo autor (2009) encontr6 que el aceite de canela
logré reducir el desarrollo de colonias de C. coccodes, B. cinerea, Cladosporium herbarum

Pers., R. stolonifer y Aspergillus niger. La germinacion conidial y el crecimiento micelial
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también fueron inhibidos completamente usando extracto de la misma especie sobre C.

musae, Fusarium sp. y Lasiodiplodia theobromae Pat. Griffon y Maubl. (Kyu et al., 2007).

Ha sido documentado ampliamente el uso de extractos vegetales para el control de
enfermedades postcosecha; sin embargo, la metodologia empleada para la extraccion de
éstos resulta costosa y complicada, por lo cual el presente trabajo pretende mostrar
metodologias méas sencillas y accesibles a los productores, principalmente para los
empaques, donde el uso de extractos vegetales seria mas adecuado para disminuir el dafio
causado por C. gloeosporioides. Debido a que el uso de un producto contra este hongo se
da en grandes cantidades en los empaques, es necesaria la sencillez en la metodologia para

la extraccidon de los extractos vegetales, lo que conllevaria a la adopcion de la misma.

Es necesario continuar con la investigacion en cuanto a este tema se refiere, debido a que
aun se desconoce el efecto que otros extractos vegetales pudieran tener sobre el desarrollo
del hongo en estudio; asimismo, es de interés conocer los diferentes metabolitos
secundarios involucrados en el efecto antimicrobial, asi como la posible mezcla con algin
otro compuesto, y que tuviera un mayor efecto contra éste u otros microorganismos

fitopagones.

Trichoderma spp. es cominmente usado en el control de enfermedades, principalmente de
suelo; sin embargo, poco conocimiento se tiene respecto al control de enfermedades que se
presentan durante la postcosecha, por ello se evalla el efecto tanto in vitro como in vivo de
cinco cepas de este género sobre frutos de papaya. Muchos otros antagonistas pueden ser
empleados sobre éste tipo de enfermedades de los frutos postcosecha, por lo cual se

recomienda continuar con los estudios necesarios y pertinentes.
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4. Capitulo I1. Potencial antifungico en postcosecha de seis extractos vegetales
sobre Colletotrichum gloeosporioides en papaya (Carica papaya)

4.1 Resumen

La actividad antifingica de seis extractos vegetales fue evaluada in vitro e in vivo para
controlar la antracnosis postcosecha en papaya. Extractos de ajo (Allium sativum)
(concentraciones de 10 y 15 %) y canela (Cinnamomum zeylanicum) (0,0050; 0,0100;
0,0150 %) suprimieron el crecimiento micelial (100 %), inhibieron la germinacion (100 %)
y la esporulacion del hongo (100 %). El extracto de canela a dosis de 0,0054 % aplicada
antes y al momento de la inoculacién con C. gloeosporioides fue la dosis dptima para el
control de la severidad (canela 97.22% de efectividad respecto al testigo absoluto) de la
antracnosis en frutos de papaya artificialmente inoculados, a mayores dosis la severidad
aumentd. La fitotoxicidad (Cambio de color en los frutos) fue mayor al aumentar las dosis
(0,012 y 0.030%) de extracto de canela, encontrandose diferencia estadistica significativa
con los testigos absoluto y quimico, las dosis de ajo no mostraron diferencias estadisticas
significativas respecto al testigo absoluto. El extracto de canela mostro un efecto inhibitorio
de Colletotrichum gloeosporioides cuando es aplicado en forma preventiva.

Palabras claves: ajo, canela, crecimiento micelial, fungicidas, in vitro e in vivo, limon,

neem.

4.2 Abstract

Antifungal activity of six plant extracts was evaluated in vitro and in vivo for the control of
postharvest anthracnose of papaya. Garlic (10 and 15% concentrated) and Cinnamon
(0,0050, 0,0100, 0,0150 %) extracts suppressed C. gloeosporioides mycelial growth
(100%), inhibited the spore germination (100%) and sporulation (100%). Cinnamon
(Cinnamomum zeylanicum) extracts (0,0054%) applied before and at the same time of the
inoculation of C. gloeosporioides, represent optimal doses to control anthracnose severity
(cinnamom 97.22% efectiveness compared to absolute control) of the papaya fruit
antracnose artificially inoculated. However, phytotoxicity (color change of fruits) was

greater increasing doses of cinnamon extract (0.0120 y 0.030%), showing statistically

18



significant difference with absolute and chemical control. Garlic doses showed no
statistically significant difference compared with absolute control. The cinnamon extract
showed an inhibitory effect of Colletotrichum gloeosporioides when applied preventively.

Key words: cinnamon, fungal growth, fungicides, garlic, in vitro and in vivo, lemon, neem.

4.3 Introduccion

El fruto de papaya (Carica papaya) es muy susceptible a diversas enfermedades
postcosecha por hongos como son Cladosporium sp, Fusarium sp., Alternaria sp. Rhizopus
sp. (Cappellini, 1988; Vésquez-Ldpez et al., 2012), Phomopsis sp., Botriodiplodia y C.
gloeosporioides, este Ultimo es el mas importante al causar pérdidas del 1 % hasta un 93 %
(Paul et al., 1997).

El control de la antracnosis se logra con fungicidas (Benomilo y Tiabendazol) (Sanders et
al., 2000; Tavares y de Souza, 2005; Liberato y Tatagiba, 2001). EI uso continuo de estos
compuestos trae consigo el desarrollo de resistencia en algunos hongos, por lo que su
efectividad disminuye o se anula, tal es el caso de Benomilo (Liberato y Tatagiba, 2001) y
Tiabendazol (Gutiérrez-Alonso, J. G. et al., 2003; Gutiérrez-Alonso, O. y Gutiérrez-Alonso,
J. G. 2003). Ademas, el uso de estos agentes en postcosecha se ha visto restringido debido a
la posibilidad de que los humanos estén sometidos a una exposicion directa a estos
compuestos quimicos y a los riesgos que esto implica (Tripathi y Dubey, 2004). Por otro
lado, el consumo de frutas frescas se ha incrementado debido a la gran cantidad de
nutrimentos que ayudan a mantener la salud humana (Spadaro y Gullino, 2004), por lo
anterior es necesario contar con alternativas que reduzcan el uso de los fungicidas que se
aplican a las frutas en postcosecha.

Las alternativas de control para C. gloeosporioides y otras especies son variadas. Las
principales son el uso de aire caliente (Coates et al., 1993), tratamientos hidrotérmicos
(Prusky et al., 1999), atmosferas modificadas (Karabulut y Baykal, 2004), luz ultravioleta
(Stevens et al., 1997), microorganismos como agentes de control bioldgico (Janisiewicz y
Korsten, 2002; Spadaro y Gullino, 2004) y extractos de plantas (Bautista-Barfios et al.,
2003).
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Una de las alternativas prometedoras son las plantas que elaboran metabolitos secundarios,
actian como “fungicidas naturales” y son inocuos al humano (Hopkins, 1999).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la actividad antifungica in vitro e in vivo de
extractos vegetales para el control de C. gloeosporioides en frutos de papaya en

postcosecha.

4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Origen de aislamientos

Frutos de papaya (Carica papaya) en etapa de madurez de consumo, uniformes en
apariencia y tamafo, con sintomas tipicos de “antracnosis” provenientes de Oaxaca y
Veracruz fueron seleccionados en la Central de Abasto de la Ciudad de Meéxico. Los frutos
fueron procesados para la obtencion de aislamientos de Colletotrichum gloeosporioides en

el laboratorio de enfermedades de frutos en postcosecha.

4.4.2 ldentificacion y prueba de patogenicidad de aislamientos de Colletotrichum
gloeosporioides

Fragmentos de 5 x 5 mm, con 20% de tejido infectado y 80% de tejido sano se sembraron
en 50 cajas de Petri con Papa Dextrosa Agar (PDA) y se incubaron a temperatura ambiental
(26 = 2 °C) durante 10 dias. Una porcion de micelio se transfirio a otra caja de Petri con
PDA para purificar las cepas. Confirmada morfolégicamente la identidad de C.
gloeosporioides (Sutton 1992) se obtuvieron siete cepas plurisporicas (PVC16, PVC20,
PVC28, PVC36, OC5, OC8 y 0OC14). Ademéas del uso de claves morfoldgicas, la
identificacion del patégeno se confirmo mediante analisis moleculares. EI método de
extraccion de ADN se adecu6 de acuerdo a lo descrito por Doyle y Doyle (1990). Para la
amplificacion de la extraccion por PCR las regiones ITS-5.8s fueron amplificados con los
iniciadores universales ITS2 e ITS5. Las reacciones de PCR se realizaron en volimenes de
reaccion de 25uL. La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador C-1000 Touch
(BIO-RAD, Hercules, CA, EU) con el siguiente programa: 4 min a 95 °C, seguido de 35
ciclosde 1 mina95°C,2 mina52°Cy 1 mina72°C,y por tltimo 10 min a 70 °C. Los

productos de PCR obtenidos se observaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
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teflido con bromuro de etidio (0.2 pg/uL). Los resultados observados se documentaron a
través de fotografias para posteriormente ser analizados. La secuenciacion del ADN se
realizd con dos iniciadores (ITS2 e ITS5) en ambas direcciones para asegurarse de que no
habia lectura errénea. Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por el
Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y ambiental (LAMBAMA) del
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT). Las secuencias se
compararon contra las que estan en la base de datos GenBank (National Institutes of Health
(NIH), Bethesda, MD, USA).

La patogenicidad de los aislamientos se verifico en frutos sanos de papaya, inoculados en
heridas de 2mm de diametro por 2 mm de profundidad causadas con un palillo de madera
esterilizado, se les agregaron 20 L de esporas del patégeno a una concentracion de 1X10°
esporas/mL, lo anterior para reproducir la sintomatologia y reaislar el hongo, con el fin de
corroborar la patogenicidad de C. gloeosporioides. A los frutos testigo se les coloc6 PDA
sin el hongo.

4.4.3 Obtencidn de extractos vegetales crudos

Las hojas y frutos de limén mexicano procedieron de Tecoman, Colima, el ajo y la corteza
de canela se obtuvieron de un mercado, en Texcoco, México. El polvo de Neem fue
proporcionado por el laboratorio de Insecticidas Vegetales del Colegio de Postgraduados.

4.4.3.1 Extracto de ajo (Allium sativum)

Semillas de ajo (600 g) se colocaron en 600 mL de etanol al 99 %. Se molié hasta que
estuvo totalmente licuado, se permitié un reposo de 24 horas, y se filtré a traveés de un pafio
de tela previamente esterilizado. Posteriormente se concentrd bajo flama directa hasta que
todo el etanol fue evaporado (6 horas). El extracto asi obtenido se resuspendi6é en 200 mL
de agua destilada estéril (Wagner y Bladt, 1996). Este se conservoé en refrigeracion a 10°C,

dentro de un frasco ambar de vidrio.
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4.4.3.2 Extracto de semillas, hojas y cascara de limon (Citrus aurantifolia)

Semillas de limén (30g) fueron lavadas con agua corriente para eliminar las impurezas y
residuos, después fueron maceradas y colocadas en un frasco de vidrio; se agrego eter de
petréleo hasta cubrirlas, y se dejo en reposo durante tres dias. El extracto fue filtrado, se
dejo evaporar el solvente manteniéndolo bajo agitacion; el extracto seco se resuspendio en
250 mL de agua con 15 gotas de Tween 20. Este fue el extracto al 100%, el cual se
conservo en refrigeracion a 10 °C para su posterior uso (Manici et al., 1997). Para los
extractos de cascara (365 g) y hojas de limén (200 g) se repitio todo el procedimiento a

excepcioén de la maceracion.

4.4.3.3 Extracto de canela (Cinnamomum zeylanicum)

Una mezcla de 50 g de corteza de canela con 200 mL de agua destilada se calent6 a 100 °C
por 2 h. El aceite esencial de la fase acuosa se extrajo con 200 mL de éter de petroleo,
aplicado este proceso tres veces y se concentrd a temperatura ambiental (26 + 2 °C). El

extracto volatil se mantuvo a 10 °C hasta su uso en los bioensayos (Wang et al., 2009).

4.4.3.4 Extracto de neem (Azadirachta indica)

Polvo de semilla de neem se colocé en un frasco con 600 mL de metanol y se dej6é en
reposo durante 48 h. La mezcla se filtr6 con un pafio de algodén esterilizado. El filtrado se
concentrd por agitacion a temperatura ambiental (26 + 2 °C). La mezcla se homogenizé con
agua destilada estéril y 15 gotas de Tween 20®, este fue el extracto al 100% (Kosma et al.,
2011).

4.4.4 Control in vitro de Colletotrichum gloeosporioides con extractos vegetales

Cien mL de PDA se mezclaron antes de su solidificacion con cada una de las
concentraciones de los extractos vegetales (Cuadro 1) y se vaciaron en cajas de Petri. Un
disco de 5 mm de didmetro de PDA con micelio de cada una de las cepas de C.
gloeosporioides se coloco en el centro de cada caja. Cada uno de los tratamientos tuvo tres

repeticiones (Cuadro 1). El testigo quimico fue Imazalil a 500 ppm.
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Cuadro 1 Extractos vegetales probados para el control in vitro de C. gloeosporioides en
papaya en postcosecha.

Tratamiento Especie vegetal Organo Concentracion (%)

1 Semilla 5

2 Allium sativum Semilla 10

3 Semilla 15

4 Semilla 5

5 Semilla 10

6 Semilla 15

7 Hoja 5

8 Citrus aurantifolia Hoja 10

9 Hoja 15
10 Céscara 5
11 Céascara 10
12 Cascara 15
13 Corteza 0,0005
14 Corteza 0,0015
15 ) . Corteza 0,0025
16 Cinnamomum zeylanicum Corteza 0,0050
17 Corteza 0,0100
18 Corteza 0,0150
19 Semilla 0,0300
20 Azadirachta indica Semilla 0,0624
21 Semilla 0,1200
22 Testigo absoluto (solo PDA) - 0
23 Testigo quimico (PDA + Imazalil) - 500 ppm
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4.4.4.1Crecimiento micelial radial
El didmetro ecuatorial del hongo se midio cada 24 h con un vernier digital hasta que el

testigo absoluto cubrio la caja de Petri.

4.4.4.2 Germinacion de esporas

Para determinar el efecto de los extractos sobre la germinacion de esporas se utilizaron
recipientes translucidos de 300 pL a los que se les agregaron 150 pL de medio de cultivo
PDA. Antes de que el PDA solidificara se mezclé con los extractos vegetales hasta lograr la
homogenizacion de cada concentracion (Cuadrol). Posteriormente se colocaron 20 pL de
una suspension de 1x10° esporas por mL (20,000 esporas). Se evalud la germinacion a las
5, 10 y 15 h (datos son adimensionales, ya que fueron obtenidos del analisis del area bajo la
curva del progreso del porcentaje de germinacién) empleando un microscopio compuesto
American Optical Microstar Microscope Model 1130 (Gutiérrez-Alonso, 2001). Una espora
fue considerada germinada cuando el largo de su tubo germinativo alcanz6 la mitad del

diametro de la espora (Plascencia-Jatomea et al., 2003).

4.4.4.3 Esporulacion

La concentracion de conidios se determind a los 10 dias cuando se logré la méxima
esporulacion. Cada caja de Petri fue enjuagada con agua destilada estéril, la superficie fue
raspada con una varilla de vidrio y filtrada a través de una malla de algoddn estéril.
Alicuotas de 0,5 mL de cada caja fueron transferidas a una camara de Newbauer para

contar los conidios.

4.45 Control de Colletotrichum gloeosporioides in vivo en frutos de papaya con
extractos vegetales

Frutos sanos de papaya Maradol provenientes de Oaxaca, México se inocularon con la cepa
OC14 que resulto ser la méas patogénica (de acuerdo a una prueba de patogenicidad) del
resto de las cepas. Se seleccionaron frutos de papayas con caracteristicas similares de

madurez y desinfestacion.
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4.4.5.1 Desinfestacion del fruto.

Cada fruto fue desinfestado con hipoclorito de sodio al 2 % durante 3 minutos, se
enjuagaron con agua destilada estéril y se secaron a temperatura ambiental sobre papel
secante. De manera paralela se prepard una suspension de esporas de C. gloeosporioides a
concentracion de 1x10° conidios/mL, y extractos de canela a 0,00264; 0,0054; 0,012; 0,020
y 0,030 % y ajo a 5,87; 11,74; 17,61; 23,48 y 29,35 %.

Las concentraciones de extractos de canela fueron asperjadas sobre 15 frutos (cinco
concentraciones con tres repeticiones) 24 h antes de la inoculacion con C. gloeosporioides,
al mismo tiempo que la inoculacion y 24 horas después de la inoculacion, tres bloques
fueron formados con 15 frutos cada uno para un total de 15 tratamientos, se incluyd un
testigo quimico (Imazalil) y uno absoluto (agua destilada estéril). Para los extractos de ajo
se realiz6 el mismo procedimiento, sin la variacién de los tiempos, presentandose un solo
bloque con 15 frutos.

La inoculacién de los frutos se realiz6 haciendo heridas de 2 mm de profundidad con
palillos de madera estéril, sobre dicha herida se colocd con micropipeta 20 pL de 1x10°
conidios/mL. El efecto de los extractos se compar6 con el efecto del fungicida comercial
(Imazalil). Los frutos fueron colocaron en camara a temperatura de 26 + 2 °C. La severidad
y fitotoxicidad fueron medidas cada 24 h.

4.45.2 Severidad
El diametro de la lesion caracteristica de antracnosis derivada de la inoculacién se midio

diariamente.

4.4.5.3 Fitotoxicidad

Los cambios de color en los frutos tratados con extractos vegetales en relacion con los
testigos se evaluaron con imagenes digitales con una cdmara Kodak EasyShare Z712 IS de
7,1 megapixeles (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA). Las fotografias de 1024
X 768 pixeles a distancia de 1 metro se iluminaron con una lampara fluorescente de 20 w.
El angulo entre la lente de la cdAmara y la fuente de la iluminacion fue de aproximadamente

45°, La apertura del diafragma utilizada fue /2,8 y la velocidad del obturador de 1/30 s
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manteniendo estos parametros constantes. Las imagenes se guardaron en formato JPEG.
Las medias de RGB (red, green, blue) que conforman el color real del fruto de papaya, se
analizaron estadisticamente mediante el software Adobe® Photoshop® CS5 version 12.0.4
(Adobe System Incorporated, San José, California, USA). Los valores mas cercanos a los
del testigo absoluto corresponden a la coloracion exigida en los mercados para la especie y
variedad (Luquez-Bibiloni y Aguilera-Radic, 2005).

4.4.6 Andlisis estadistico

Los datos se sometieron a pruebas de normalidad (Shapiro Wilk) y homostacidad (Barret),
aquellos que no cumplieron con estos supuestos (esporulacién) fueron transformados
mediante la formula x = y?; donde x = dato transformado, y = concentracién de esporas.
Para facilitar la interpretacion de los resultados estos se mostraron como valores sin
transformar. Los analisis de varianza y pruebas de separacion multiple de medias (Tukey, a
= 0,05) asi como el andlisis de regresion lineal para determinar la concentracién (in vitro) y
dosis (in vivo) letal 50 (CLsp) se hicieron con la ayuda del comando Solver de Microsoft®
Office Excel, version 2007 (Microsoft® Corporation, Redmond, WA, USA. La curva del
progreso de la enfermedad se calculé por medio del método de los poligonos, y las areas
resultantes fueron sometidas a analisis de varianza y a pruebas de separacion de medias
mediante el programa Statistical Analysis System, version 9 para Windows (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA).

4.5 Resultados y discusién

4.5.1 Pruebas in vitro

4.5.1.1 Efecto de los extractos de ajo y limén mexicano

Entre las cepas de Veracruz y de Oaxaca se observaron diferencias estadisticas altamente
significativas entre los aislamientos tratados con extracto de ajo (p < 0,0001), y a excepcion
del tratamiento al 5 % en todos los demas no hubo desarrollo de micelio. Los tratamientos
en donde se utilizaron los extractos con algin 6rgano o parte de limén también presentaron
diferencias estadisticas altamente significativas (p < 0,0001), pero hubo desarrollo del

hongo; en general, las concentraciones mas altas correspondieron con un menor
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crecimiento micelial para estos extractos (Cuadro 3-5). El ajo en concentraciones de 10 y
15 % iguald el efecto del testigo quimico en la concentracion utilizada (500 ppm). La CLs
mas baja (2,37 %) correspondié al ajo, mientras que la mas alta (18,4 %) fue para los
tratamientos con hoja de limon. En los tratamientos con extracto de semilla de limén no se

pudo determinar la DLso por no mostrar diferencia estadistica significativa (p > 0,05).

Cuadro 2 Evaluacion para crecimiento micelial (C.M.), germinaciéon (GERM) vy
esporulacion (ESPOR) de C. gloeosporioides al aplicar extracto de ajo para su control.

PARAMETROS AJO
ESPOR (MEDIA
C. M.* GERM* DEL NO. DE
VERACRUZ ESPORAS)
5% 105,991° 16,234 ° 6,002
10% 0 c 0 c 0 b
15% 0 d 0 d 0°¢
IMAZALIL (500 ppm) 0¢ 04 0¢
TESTIGO ABSOLUTO 33843 ° 120,14 ° 9,296 °
p -valor <.0001 <.0001 <.0001
R? 0,99 0,95 0,82
DL50 2,37
OAXACA
5% 100088°  12,167° 15155°
10% 0°¢ 0¢ 0°¢
15% 0 c 0 c 0 c
IMAZALIL (500 ppm) 0°¢ 0°¢ 0¢
TESTIGO ABSOLUTO 357,898% 1145832 8,1150°
p - valor <.0001 <.0001 <.0001
R? 0,99 0,97 0,79
DL50 5,87

*Valores expresados son adimensionales, debido a que son el resultado de un anélisis del area bajo la curva.

"Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencias estadisticas significativas (Tukey>0.05)

Bafos-Guevara et al. (2004) realiz6 un estudio similar, en donde se emplearon 17

diferentes extractos vegetales, dentro de ellos de ajo, con el cual se mostr6 una inhibicién
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del crecimiento micelial de C. gloeosporioides de 54,34 %, seguido por la hierba santa
con un 48,82 %.

Cuadro 3 Evaluacién para crecimiento micelial (C.M.), germinacion (GERM) vy
esporulacién (ESPOR) de C. gloeosporioides al aplicar extracto de cascara de limon para su
control.

CASCARA DE LIMON

PARAMETROS
ESPOR (MEDIA
C. M.* GERM* DEL NO. DE
VERACRUZ ESPORAS)

5% 2055°  58313° 9,759

10% 19844° 34,667 ° 10,698 2

15% 150,06 ¢ 14,563 ¢ 8710°
IMAZALIL (500 ppm) 0° 0°¢ 0°
TESTIGO ABSOLUTO 450,69°% 139,889 2 9,590 °
p -valor <.0001 <.0001 0,8015
R? 0,95 0,99 0,68
DL50 16,34
OAXACA

5% 206209°  22,250° 135,34 %

10% 149804°¢  18500° 172,28 2

15% 96,633 ¢ 3583°¢ 84,06°
IMAZALIL (500 ppm) 0° 0° 0°
TESTIGO ABSOLUTO 2996372  119,208% 184,50 ¢
p- valor <.0001 <.0001 0,016
R? 0,97 0,99 0,35
DL50 10,649

*Valores expresados son adimensionales, debido a que son el resultado de un andlisis del area bajo la curva.

"Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencias estadisticas significativas (Tukey>0.05)

Bosquez-Molina et al. (2010) realizaron un estudio con extracto de tomillo y limon
mexicano sobre C. gloeosporioides y R. stolonifer en papaya, logrando los mejores
resultados con el primero, ya que a una concentracion de 0,06 % no se presentd
crecimiento micelial, mientras que con aceite de limén mexicano se requirié de 0,085 %

para lograr el mismo resultado. En el presente trabajo aun a la mayor concentracion (15 %)
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no se logrd inhibir completamente el crecimiento de micelio, obteniéndose una CLs, de
16,34 %.

Los aislamientos de C. gloeosporioides provenientes de los estados de Veracruz y Oaxaca
mostraron valores de germinacion diferentes en funcion de las concentraciones evaluadas;
en las de 10 y 15 % el extracto de ajo inhibid por completo la germinacion de las esporas,
sequida en efectividad por 5 % para el mismo extracto (p < 0,0001). En el extracto de
cascara de limén las concentraciones mayores correspondieron con una menor germinacion
(Cuadro 2y 3).

La esporulacién de los aislamientos mostro diferencias estadisticas altamente significativas
(p < 0,0001) entre tratamientos para las diferentes concentraciones del extracto de ajo. La
esporulacién se inhibié a concentraciones de 10 y 15 %. Para el caso del limén, las
concentraciones de extractos de las distintas partes u 6rganos no produjeron un efecto
significativo (p > 0,05), a excepcion del empleo de céscara de limén donde se encontraron
diferencias estadisticas altamente significativas para al crecimiento micelial y germinacion
(Cuadros 3-5). Hernandez-Albiter et al. (2007) encontraron que con el extracto de C.
aurantifolia la germinacion (69 %) presentd diferencia estadistica significativa en

comparacién con el control.
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Cuadro 4 Evaluacién para crecimiento micelial (C.M.), germinacién (GERM) vy
esporulacion (ESPOR) de C. gloeosporioides al aplicar extracto de hoja de limon para su
control.

HOJA DE LIMON

PARAMETROS
ESPOR (MEDIA
C. M* GERM* DEL NO. DE
VERACRUZ ESPORAS)
5% 178,84 ° 77220 10,8952
10% 12552 ¢ 7439° 8,162 °
15% 110,79 © 7111° 12,445°
IMAZALIL (500 ppm) 0¢ 0P 0°
TESTIGO ABSOLUTO 250,22 2 47,782 6,187 °
p -valor <.0001 0,2683 0,5577
R? 0,88 0,37 0,246
DL50 15,06
OAXACA
5% 193,564 ° 475583 ™ 8941°
10% 156,781 ° 57,37 ™ 10,695
15% 128,398 ¢ 35,08 ¢ 9,002 2
IMAZALIL (500 ppm) 0°¢ 0¢ 0°
TESTIGO ABSOLUTO 240,686 7529 ° 1247°
p - valor <.0001 <.0001 0,07
R? 09 0,86 0,62
DL50 184

*Valores expresados son adimensionales, debido a que son el resultado de un anélisis del area bajo la curva.

"Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencias estadisticas significativas (Tukey>0.05)

La actividad inhibitoria de compuestos de ajo ha sido ampliamente investigada. Benkeblia
(2004), encontrd que el ajo tiene un efecto inhibitorio antifungico muy marcado a medida
gue se aumentan las concentraciones (50-500 mL/1000 mL) sobre Penicillium cyclopium
Westling y F. oxysporum. Kyung et al. (2002) también informaron que la alicina,
compuesto azufrado del extracto de ajo mostré actividad antibacterial en contra de

Staphylococcus aureus B33.
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Cuadro 5 Evaluacién para crecimiento micelial (C.M.), germinacion (GERM) vy
esporulacion (ESPOR) de C. gloeosporioides al aplicar extracto de semilla de limén para su
control.

SEMILLA DE LIMON

PARAMETROS
ESPOR (MEDIA
VERACRUZ .M GERM*  DELNO. DE
ESPORAS)
5% 22844% 107,332 8,459 2
10% 201,27%  101,83% 8,206 °
15% 204,32 ° 66,28 * 8,704°
IMAZALIL (500 ppm) 0P 0° 0°
TESTIGO ABSOLUTO 230,52 ° 91,042 10,1552
p -valor 0,089 0212 048
R? 028 033 041
DL50
OAXACA
5% 17935%  11242° 66,80 *
10% 18538%  134,38° 97,782
15% 179,352 92,38 ° 102,252
IMAZALIL (500 ppm) 0P 0P 0°
TESTIGO ABSOLUTO 202,77 ° 1502 113,03 °
p - valor 0,2 0,12 0,551
R2 019 048 025
DL50

*Valores expresados son adimensionales, debido a que son el resultado de un analisis del area bajo la curva.

"Letras iguales en la misma columna significa que no hay diferencias estadisticas significativas (Tukey>0.05)

4.5.1.2 Efecto de extracto de canela

Para los tratamientos in vitro con canela, se presentaron diferencias estadisticas altamente
significativas (p < 0,0001). No se observo crecimiento del hongo en las concentraciones
desde 0,0050 hasta 0,0150 %, igualando lo anterior al testigo quimico; la concentracion de
0,0005 % presentd el mayor desarrollo. Caso similar fue para la variable esporulacién, en
donde la concentracion de 0,0005 % mostré diferencia estadistica significativa,

obteniéndose el mayor valor de esporas, con concentraciones de 0.0050; 0,0100 y 0,0150 %
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se obtuvieron los menores valores de esporas comparado con el testigo quimico (Cuadro 6).
Los resultados en un estudio realizado por Magbool et al. (2011) fueron similares, al
encontrarse que con la aplicacion de aceite de canela a concentracion de 0,4 % no se
presentd crecimiento micelial de C. gloeosporioides y C. musae, comparado con goma
arébiga y aceite de limoncillo (Cymbopogon citratus Stapf.). Por su parte, Magbool et al.
(2011) encontraron que la germinacion de C. gloeosporioides fue inhibida en un 49,5% con
aceite de canela al 0,4 %, mientras que cuando estuvo combinado con goma arabiga la
inhibicidn fue del 85 %. Este efecto inhibitorio puede estar relacionado con el componente
Eugenol, que se encuentra en mayor porcentaje en esta especie (88,3 %) (Combrinck et al.,
2011). Por su parte, otro autor encontré este componente en un porcentaje de 74.92%
(Tzortzakis, 2009). El cinamaldehido también es considerado como uno de los
componentes de la canela con actividad antifangica, por ejemplo Sivakumar et al. (2002)
encontraron que este compuesto a 30 ppm inhibi6 la germinacion conidial y el crecimiento
micelial de B. theobromae, C. gloeosporioides y  Gliocephalotrichum
microchlamydosporum (J.A. Mey) B.J. Wiley y E.G. Simmons.

Cuadro 6 Evaluacion para crecimiento micelial, germinacion y esporulaciéon de la cepa
mas patogénica seleccionada de C. gloeosporioides (OC14) al aplicar extracto de canela

para su control

Pardmetros Crecimiento Germinacion® Esporulacion

micelial* (medias del numero
de conidios)**

0,0005 (%) 75,3183 ° 10,45° 6,87° 7
0,0015 (%) 62,1867 ¢ 20,698 ° 5,2234 ¢
0,0025 (%) 46,0050 ¢ 0° 5,768 ¢
0,0050 (%) 0° 0° 0°
0,0100 (%) 0° 0° 0°
0,0150 (%) 0° 0° 0°
Imazalil (500 ppm) 0° 0° 0°
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p-valor < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
R? 0,99 0,82 0,87
DLso 0.00264%

*Valores son adimensionales, ya que fueron obtenidos de un analisis de varianza del area bajo la curva.
** etras iguales en una misma columna indican que no hubo diferencias estadisticas significativas (Tukey >
0,05).

" Valores fueron transformados con la férmula x = y*?

4.5.1.3 Efecto de extracto de semillas de neem

El extracto de neem resultd en diferencias estadisticas significativas (p < 0,0001) con
respecto a los controles. Cuando se empleé la concentracion de 0,0300 % la germinacién y
el crecimiento micelial mostraron los valores mas bajos comparado con las demas
concentraciones, donde se obtuvieron valores mayores (Cuadro 7). Los resultados
anteriores discreparon de los encontrados por Amadioha (2000), quien mencion6 que
extracto de semillas de neem inhibid el crecimiento del patdgeno Pyricularia oryzae Cav.
en medio de cultivo, reduciendo el crecimiento radial en un 83,6 %, siendo comparable a un
testigo comercial (Carbendazim 0,1 %); también difirieron de los obtenidos por Niaz et al.
(2008) y Wang et al. (2009); esta diferencia en los resultados podria atribuirse a los
diferentes métodos de extraccion. Por ejemplo, diferentes solventes usados para la
extraccion pueden resultar en diferentes niveles de actividad antifingica in vitro, como
también, los extractos crudos de distintas especies de plantas pueden exhibir diferentes
niveles de actividad en contra de C. gloeosporioides (Bussaman et al., 2012). Incluso
extractos de semillas de neem recolectadas de distintas localidades pueden presentar

diferentes propiedades antifingicas (Niaz et al., 2008).
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Cuadro 7 Evaluacién para crecimiento micelial, germinacion y esporulacion de C.
gloeosporioides al aplicar extracto de neem para su control.

Esporulacion

Parametros Crrsicclgl];:ITO Germinacion™ (medias de numeros
de conidios)

Veracruz

0,0300 (%) 99,59 ° 58,667 P** 9,65a

0,0624 (%) 137,28° 66,333 " 8,67 a

0,1200 (%) 124,26 ° 56,333 " 8.02a
Imazalil (500 ppm) 0° 0° 0Ob
Testigo absoluto 218,45° 134,333 ° 9.34a
p- valor < 0,0001 < 0,0001 <0,0001
R? 0,85 0,94 0.87
DLso 0,0996%

Oaxaca

0,0300 (%) 91,3° 70,567 ° 8.76 a

0,0624 (%) 112,4° 66,54 " 9.84a

0,1200 (%) 98,5"° 52,945 ° 9.23a
Imazalil (500 ppm) 0° 0° 0b
Testigo absoluto 1945% 206,87 ° 8.87a
p-valor <0,0001 < 0,0001 <0,0001
R? 0,9 0,96 0.9
DLso 0,1005%

*Valores son adimensionales, ya que fueron obtenidos de un andlisis de varianza del area bajo la curva.
** etras iguales en una misma columna indican que no hubo diferencias estadisticas significativas (Tukey >
0,05).

4.5.2 Pruebas in vivo

Las pruebas in vivo para el extracto de ajo en relacion a la severidad, no mostraron

diferencias estadisticas entre tratamientos. Puede observarse que la diferencia solo se
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mostro con Imazalil, siendo efectivo en contra de C. gloeosporioides, mientras que para los

demas tratamientos se obtuvo un grupo homogéneo (Cuadro 8).

Cuadro 8 Evaluacion de la variable severidad de antracnosis al aplicar diferentes
concentraciones de extracto de ajo para su control.

Severidad*"

Extracto Parametros

5,87 (%) 55,85 °
11,74 (%) 52.83°
17,61 (%) 57,412
23,48 (%) 44,572
Ajo 29,35 (%) 51,85 2
Imazalil 12.05°
Testigo absoluto 52,67 ¢

p-valor 0,28

R® 0,35

* Letras iguales en la misma columna indican que no hubo diferencias estadisticas significativas (Tukey >
0,05).

Cuadro 9 Evaluacion de la variable severidad de antracnosis al aplicar diferentes
concentraciones de extracto de canela para su control.

Severidad*"

Extracto Parametros
Tl 16,119
Tlpss 12,386 ¢
Tlpizo 8,950 ¢
T1pooo 14,359

Canela T1p300 20,598 fged
T2026 40,161 e
T2054 1,350 ¢
T2b120 18,893 "¢
T20200 47,131 P
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T20300 23,990 "oede

T302 40,451 Pede
T304 41,094 Pede
T3b120 41,403 P
T3b200 43,904 %
T3b300 67,989 °

Testigo quimico 12.45°
Testigo absoluto 48,555 ™
p-valor <0,0001
R® 0,83

*Valores son adimensionales, ya que fueron obtenidos de un anélisis de varianza del area bajo la curva
T1 = aplicacion de canela 24 h antes de la inoculacion de esporas de C. gloeosporioides. T2 = aplicacién de
canela e inoculacién de esporas de C. gloeosporioides al mismo tiempo. T3 = aplicaciéon de canela 24 h

después de la inoculacion de esporas C. gloeosporioides.

De manera contrastante al comportamiento in vitro, las dosis mas altas de extracto de ajo no
mostraron un mayor control sobre C. gloeosporioides. Lo anterior podria deberse a un
posible fendmeno de toxicidad en el fruto que tendria como consecuencia el incremento de
la severidad de la enfermedad, lo cual es consistente con el trabajo de Zoffoli et al. (2008),
que sefialan la aparicion de un desorden en frutos de uva tratados con compuestos
azufrados. En los frutos de ajo se han encontrado compuestos que contienen azufre
(Ichikawa et al., 2006), por lo cual es posible que estos causen eventualmente alguna
fitotoxicidad a dosis elevadas. Sin embargo, dicho fendmeno no se manifestd en el color del
fruto (Cuadro 9), ni se ha sefialado en la produccion de gas etileno, maduracién o firmeza
que se han publicado en trabajos similares (Bafios-Guevara et al., 2004), por lo cual es
necesario estudiar los cambios bioguimicos que sufre el fruto después de la aplicacion de

extractos de ajo.
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Cuadro 10 Evaluacion de la variable fitotoxicidad a los extractos de ajo y canela aplicados
para el control de C. gloeosporioides en frutos de papaya en postcosecha.

Extracto Parametros Media de
RGB*'
5,87 (%) 43,.80°
11,74 (%) 88,49
17,61 (%) 89,10 °
23,48 (%) 75,152
Ajo 29,35 (%) 80,80 °
Imazalil 84,50 °
Testigo absoluto 93,35°
p-valor 0,3378
R® 0,44
0,00264 (%) 138,788 °
0,0054 (%) 137,2842
0,012 (%) 128,879
0,020 (%) 132,281 "
Canela 0,030 (%) 111,903 °
Imazalil 133,450 ™
Testigo absoluto 134,287 ™
p-valor < 0,0001
R 0,80

*Letras iguales en superindices indican que no hubo diferencias estadisticas significativas (Tukey > 0,05).
"Los valores mas cercanos a los obtenidos para el testigo absoluto corresponden a la
coloracion normalmente exigida en los mercados para la especie y variedad, mientras que

los més alejados podrian indicar fitotoxicidad.

Los datos de severidad en los frutos tratados con extractos de canela mostraron diferencias
estadisticas altamente significativas entre tratamientos (p < 0,0001). El tiempo 1 muestra la
menor severidad con todas las concentraciones, lo que indica que el extracto de canela
inhibe el desarrollo del hongo, tal como sucedi6 en la prueba in vitro. El tiempo 2 con la
dosis 0,0054 % (T2ps4) Mostrd el menor promedio de severidad (aplicacion de canela e
inoculacion de esporas de C. gloeosporioides al mismo tiempo) comparado con el resto de
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los tratamientos, mientras que la media de severidad méas grande fue para el tratamiento de
tiempo 3 con una dosis de 0,030 %, superando al testigo absoluto (Cuadro 9, Figura 2).

| ‘.A’
\" b
B )
3 2

T

. A
y; <{ 49
{ D IR ‘ﬂ
VRPN >, . -
y » T -
P b

Figura 2. Efecto de diferentes dosis y tiempos de aplicacion de extracto de canela
(Cinnamomum zeylanicum) en la severidad de la antracnosis sobre frutos de papaya en
postcosecha. A) Dosis 00264% tiempol, B) Dosis 0054% tiempo 1, C) Dosis 0.0120%
tiempol, D) Dosis 0.0200% tiempo 1, E) Dosis 0.0300% tiempo 1, F) Dosis 00264%
tiempo 2, G) Dosis 0054% tiempo 1, H) Dosis 0.0120% tiempo2, 1) Dosis 0.0200% tiempo
2, J) Dosis 0.0300% tiempo 2, K) Dosis 00264% tiempo 3, L) Dosis 0054% tiempo 3, M)
Dosis 0.0120% tiempo 3, N) Dosis 0.0200% tiempo 3, O) Dosis 0.0300% tiempo 3, P)

Testigo absoluto y Q) Testigo quimico (Imazalil).
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El fendmeno anterior indico que la efectividad de los extractos de canela se incrementa si
estos son aplicados de manera preventiva, antes de la llegada de las esporas a la superficie
del fruto. La dosis de 0,020 y 0,030 % mostraron los valores de severidad maés altos, y en
estas mismas dosis también se pudo apreciar una alteracion en los valores medios de RGB
(Cuadro 10), lo cual indic6 que esa dosis podria tener un efecto perjudicial sobre la
fisiologia del fruto ocasionando un incremento en la severidad de la enfermedad, lo que se
vio soportado por las diferencias de color observadas en los frutos tratados con esas mismas
dosis.

Magbool et al. (2011) encontro diferentes efectos fungicidas al aplicar aceite de canela
comparado con Cymbopogon citratus, goma arébiga y sus combinaciones sobre C.
gloeosporioides en papaya. Con canela a concentracion de 0,4 % combinado con goma
arabiga 10 %, se obtuvo el mas alto efecto fungicida, retardando la aparicion de los
sintomas ademés de que se mantuvo la calidad de los frutos durante el almacenamiento (13
°C, 80 % HR). Los sintomas se presentaron levemente después de mantenerse las papayas 5
dias a temperatura 25 °C (60 % HR).

4.6 Conclusiones

Los extractos ensayados de ajo y canela mostraron efectividad en contra del patégeno en
los ensayos in vitro. El extracto de ajo in vivo no mostré fitotoxicidad ni efectividad en
contra de Colletotrichum gloeosporioides en frutos de papaya en postcosecha, mientras que
el de canela tuvo una efectividad de 97.22% a una dosis de 0.0054%, superando al testigo

quimico; sin embargo, a dosis mayores a 0.0120% presenta fitotoxicidad.
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5. Capitulo I11. Control biolégico de Colletotrichum gloeosporioides por Trichoderma

spp. sobre frutos de papaya maradol en postcosecha.

5.1 Resumen

La papaya es uno de los principales frutales cultivados en el mundo, éste es afectado por
diversos organismos postcosecha, entre ellos, el principal es Colletotrichum
gloeosporioides. En el presente trabajo se evalud la capacidad antagénica de 5 cepas
de Trichoderma en contra de C. gloeosporioides mediante pruebasin vitro e in vivo.
Todas las cepas provocaron una inhibicion mayor al 50%, pero menor al 60%. La
colonizacion mayor fue de un 87.45% por Trichoderma longibrachiatum. En pruebas para
determinar el mecanismo de accion se observd micoparasitismo de las diferentes cepas
sobre el patdgeno; principalmente se observo a Trichoderma harzianum penetrando el
micelio. La evaluacion de la severidad mostré que fue la interaccion de las cepas con los
diferentes tiempos lo que influenci6 el tamafio de la lesion, notdndose la mayor reduccion
(77.40%) cuando se inocul6 Trichoderma viride 24 hrs antes que al patdgeno. Las cepas

antagonistas no causaron fitotoxicidad en los frutos de papaya.

Palabras claves: in vitro, in vivo, colonizacion, inhibicién, fitotoxicidad.

5.2 Abstract

Papaya is one of the main fruits grown in the world. It is affected by several postharvest
microbes, including the main Colletotrichum gloeosporioides. In this study was evaluated
the antagonistic capacity of five strains of Trichoderma against Colletotrichum
gloeosporioides, affecting postharvest fruits of papaya, through in vitro and in vivo test. All
strains caused an inhibition greater than 50%, but less than 60%. The largest colonization
was 87.45% by Trichoderma longibrachiatum. In tests to determine the mechanism of
action, mycoparasitism was observed by each of the strains on the pathogen, Trichoderma
harzianum was mainly observed penetrating mycelium. Severity assessment showed that

strain interaction at different time influenced the size of the lesion. Noticed the greatest
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reduction (77.40%) when inoculated Trichoderma viride 24hr before the pathogen.

Antagonistic strains caused no phytotoxicity on papaya fruits.

Key words: in vitro, in vivo, colonization, inhibition, fitotoxicity.

5.3 Introduccion

Los pesticidas sintetizados quimicamente se han utilizado con mucho éxito para el control
de las enfermedades en las plantas; sin embargo, en afios recientes la excesiva
contaminacion debido al uso extensivo de estos compuestos ha traido como consecuencia
serios problemas ambientales y sociales (Wijesinghe et al., 2011); a pesar de esto, los
plaguicidas son necesarios para mantener la produccion de alimentos considerando que la
poblacién en el mundo se incrementa a una tasa media de 1.1% cada afio (Wang y Liu,
2007), este crecimiento demanda un aumento en la produccién de los cultivos; sin embargo,
la superficie de suelo destinada a estos es cada vez més limitada (Wijesinghe et al., 2011).
Para mantener la productividad, fue necesario producir en el afio 2000, tres millones de
toneladas de ingredientes activos (Tilman et al., 2002). Brasil es el tercer consumidor mas
importante de plaguicidas a nivel mundial, tan solo en el afio 2001 se aplicaron 300
millones de toneladas de productos formulados, ocupando el octavo lugar a nivel mundial
en uso de plaguicidas por hectarea (Fairbanks, 2001). En este pais se reportan oficialmente
5000 casos anualmente de envenenamiento por exposicién a plaguicidas, siendo esta la
primera causa de muertes por intoxicaciones (SINITOX, 2004). La falta de un sistema de
regulacion efectiva, deficiencias en el etiquetado de los productos, analfabetismo e
insuficiente conocimiento acerca de los riesgos asi como el alto costo de los equipos de
proteccién son las causas de las altas tasas de exposicion a pesticidas en los paises en
desarrollo (Maumbe y Swinton, 2003). Con esta problematica de fondo se han desarrollado
diversas alternativas de control de enfermedades que reduzcan el riesgo a la salud humana,
contaminacion ambiental y que disminuyan el riesgo de residuos quimicos peligrosos a lo
largo de la cadena de produccion y comercializacion de alimentos (Singh et al., 2007). El
control bioldgico de enfermedades de frutos ha mostrado ser prometedor en afios recientes.

Los antagonistas han sido empleados en frutos de uva (Bulit y LaFon, 1972, Dubos, 1984),
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fresas (Tronsmo, 1977, Gliedez et al., 2009), pifia (Lim y Rohrbach, 1980), citricos (Singh,
1980), manzanas, banano (Golam e Illagh, 1999). Un organismo ampliamente usado para el
biocontrol de las enfermedades de las plantas es el hongo del género Trichoderma que ha
sido usado de manera comercial en contra de patdgenos de plantas. Los mecanismos
responsables de la actividad antimicrobiana de Trichoderma son el parasitismo vy
competencia por espacio y nutrientes (Sivakumar, 2001), adicionalmente este género de
hongo es capaz de sintetizar diferentes compuestos antagonistas como son proteinas,
enzimas Yy antibiéticos lo cual incrementa la capacidad de control de hongos fitopatdgenos
(Al-Taweil et al., 2009). Estudios recientes muestran que durante el proceso de
micoparasitismo Trichoderma secreta numerosas enzimas liticas, como son celulasas,
quitinasas y glucanasas capaces de degradar la pared celular de los hongos hospederos y los
genes que codifican para estas enzimas son activados en presencia de micelio o filtrados de
medio del cultivo de hongos fitopatdgenos (Vinale et al., 2008). Por ello el objetivo del
presente trabajo es evaluar el efecto in vitro e in vivo que tienen cinco especies de

Trichoderma sp. sobre C. gloeosporioides.

5.4 Materiales y métodos

5.4.1 Empleo de Trichoderma spp. como agente de control biolégico

Las especies de T. viride, T. longibrachiatum, T. asperellum, T. harzianum fueron
proporcionadas por la CEPLAC (Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira, por
sus siglas en Portugués).

Las cepas fueron transferidas a cultivo de PDA, las cuales después de la esporulacion en
este medio fueron conservadas en el ultracongelador para su posterior uso. Asimismo se

hizo una identificacién molecular con la finalidad de confirmar la especie.

5.4.2 Obtencion de aislamientos y prueba de patogenicidad de Colletotrichum
gloeosporioides

Se obtuvieron frutos de papaya con sintomas de “antracnosis” provenientes de Oaxaca y
Veracruz, dos de los Estados con las mayores producciones a nivel nacional de esta especie

vegetal (SAGARPA, 2010). Una vez en el laboratorio, se tomaron fragmentos del tejido
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enfermo de un tamafio aproximado de 5X5 mm, tratando de involucrar tejido infectado
(20%) vy tejido sano (80%); posterior a esto se sembraron en cajas de Petri con Papa-
Dextrosa-Agar (PDA) (Cedefio et al., 1993; Dhyngra Yy Sinclair, 1995) y se incubaron a
temperatura ambiente (26+2 °C) durante 10 dias, posteriormente, una porcion de tejido
micelial se transfirié a otra caja de Petri con PDA con la finalidad de obtener cepas puras
esporuladas. Una vez confirmada la identidad de C. gloeosporioides, usando claves
taxonémicas para identificacion de hongos de Sutton (1992), se obtuvieron siete cepas
plurispoéricas (PVC28, PVC20, PVC16, PVC36, OC5, OC8 y OC14), se inocularon frutos
sanos de papaya para reproducir la sintomatologia y realizar nuevamente el aislamiento,
con el fin de corroborar la patogenicidad de C. gloeosporioides segun los Postulados de
Koch, se contd con frutos testigos, a los cuales se les colocé PDA sin el hongo. Con la
finalidad de evitar pérdida de patogenicidad del organismo se mantuvo una cepa madre, de
la cual se obtuvo el micelio para inocular frutos sanos de papaya y hacer reaislamientos los
cuales fueron empleados para los bioensayos. Ademas del uso de claves morfoldgicas, la
identificacion del patdgeno se confirmé mediante analisis moleculares, para lo cual se
utilizé un kit de extraccion de ADN, utilizando primers genéricos, cuyos productos fueron
amplificados por PCR y separados en un gel de agarosa, finalmente enviados para su
secuenciacion. Las secuencias fueron comparadas en la base de datos Gen-Bank. Después
de llevar a cabo la prueba de patogenicidad, se seleccioné la cepa mas patogenica (OC14)

para aplicar los tratamientos.

5.4.3 Actividad antagonica de Trichoderma sp. sobre Colletotrichum gloeosporioides in

vitro
5.4.3.1 Porcentaje de colonizacion

Para evaluar la actividad antagénica de Trichoderma spp. se utiliz6 la técnica de Cherif y
Benhamou (1990). Para cada tratamiento (cada cepa un tratamiento con cuatro
repeticiones), se depositd en un extremo de cajas Petri con 15 mL de PDA un disco de 5
mm de didmetro con micelio activo tomado de la periferia de colonias fungosas de 10 dias

de edad de C. gloeosporioides, y se dejaron desarrollar durante 1 dia por su crecimiento

43



lento. Posteriormente, en el otro extremo de la caja se depositaron discos de 5 mm de
Trichoderma spp. de colonias con un desarrollo de 5 dias, incubandose a 26°C + 2°C. Se
obtuvieron medidas cada 24 h del crecimiento micelial para determinar el porcentaje de
crecimiento micelial de Trichoderma sp. (Guédez et al., 2009). Lo anterior distribuido bajo
un disefio completamente al azar, repitiendo el experimento tres veces con 24 hrs de
diferencia entre cada uno, los datos presentados son medias obtenidas. VValores superiores al

50% de colonizacion se consideraron efectivos.

Férmula para obtener el porcentaje de colonizacion de Trichoderma sp. sobre C.
gloeosporioides

C==" (100)

C= Porcentaje de colonizacién

DTP= Distancia recorrida por la colonia de Trichoderma sp. sobre la colonia del patdégeno

en el eje que separa ambas colonias.
DE= Distancia entre ambos puntos de siembra (4 cm)

(Rollan et al., 1999)

5.4.3.2 Efecto inhibitorio

Para medir el efecto inhibitorio del hongo antagdénico hacia el patdgeno, se midi6 el
crecimiento de estos ultimos. El porcentaje de inhibicion se estimé con base en la
diferencia obtenida entre el crecimiento del patégeno confrontado con la cepa antagénica y

el crecimiento de la cepa sin antagonista (Testigo).

5.4.3.3 Esporulacién

A los 7 dias, cuando el hongo logro su esporulacion total se determind la concentracion de
conidios. Para colectarlos, cada caja de petri con los diferentes tratamientos, fueron
enjuagadas con agua destilada esteril, la superficie fue raspada con una varilla de vidrio y

filtrada a través de una malla de algoddn estéril. Alicuotas de 0,5 mL de cada suspension de
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conidio fueron transferidas a una camara de Neubauer para realizar el recuento de los

conidios.

5.4.3.4 Mecanismo de accion de Trichoderma sobre Colletotrichum gloeosporioides

Para conocer los efectos que causan las cinco cepas de Trichoderma hacia C.
gloeosporioides se empled la técnica de microcultivos de Riddel descrita por Paul (1999).
Esta técnica consiste en colocar dentro de una caja de Petri una varilla de vidrio en forma
de “V” y sobre ella, un portaobjetos estéril, sobre el cual se dispuso un disco de PDA de 10

mm de didmetro.

La disposicion de cada hongo se realizd en dos puntos cardinales. Después de colocar el
micelio de ambos hongos sobre el PDA (Con una diferencia de 24 hr, primero se colocé
con ayuda de una aguja estéril a Trichoderma, el cual tiene un crecimiento el doble de
rapido que C. gloeosporioides), y se colocd un cubreobjeto estéril. Con la finalidad de
mantener la humedad dentro de la caja de Petri, se adicionaron 10 mL de glicerol al 10%.

Cuando el disco de agar fue cubierto con el crecimiento de ambos hongos, el glicerol fue
sustituido por formaldehido al 10% durante 24 hrs para fijar las estructuras fungicas.
Posteriormente, el portaobjetos fue retirado de la caja de Petri para preparar los frotis. El
cubreobjetos fue colocado en otro portaobjeto limpio y provisto de una gota de colorante
conocido como “azul de algodén”. El siguiente paso consistio en retirar el disco de agar del
portaobjetos original, y después de colocar una gota del colorante y colocar un cubreobjetos
limpio. Una vez eliminado el exceso de colorante, las preparaciones fueron selladas y
evaluadas microscopicamente, para determinar el mecanismo de accién empleado por las

cepas de Trichoderma.
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5.4.4 Actividad antagonica de Trichoderma sp. sobre Colletotrichum gloeosporioides in
Vivo

5.4.4.1 Prueba de efectividad de Trichoderma sobre el desarrollo de lesiones causadas
por Colletotrichum gloeosporioides en papaya en postcosecha

Se utilizaron frutos de papaya (Variedad Maradol), los cuales fueron obtenidos de un
productor con un manejo adecuado del cultivo en el Estado de Oaxaca, México. Se
seleccionaron frutos sanos sin dafios fisicos o signos y sintomas aparentes de la
enfermedad. De las 7 cepas obtenidas se selecciond la mas patogénica para llevar a cabo las
pruebas (OC14).

Cada fruto fue desinfestado con hipoclorito de sodio al 2% durante 3 minutos, frotandolos
suavemente para evitar dafiar la epidermis, posteriormente se enjuagaron con agua destilada

estéril y se dejaron secar a temperatura ambiente sobre papel secante.

La efectividad de los tratamientos con las diferentes especies de Trichoderma sp. (cepas sin
diferencias estadisticas significativas en pruebas in vitro) sobre el desarrollo de las lesiones
causadas por el patogeno fue probada agregando el agente bioldgico a las 24 hr antes que
Colletotrichum, a las 0 y 24 hr después de inocularlo sobre las heridas causadas al fruto
usando palillos de madera previamente esterilizados. En esta prueba se agregaron 20 pL de
cada una de las especies de Trichoderma sp. a una concentracién de 1X10° (20 000 esporas
por 20 pL) por herida (cuatro heridas por fruto) (2 mm de profundidad por 2 mm de
diametro). Una gota de tamafio similar fue también aplicada en los testigos comercial y
absoluto con agua destilada estéril. El patégeno fue inoculado de acuerdo a los tiempos
mencionados anteriormente para Trichoderma sp. Los tratamientos fueron incubados en
camaras humedas (contenedores plasticos cerrados), un fruto por contenedor, a 26 =2°C
con humedad relativa de 95%. El disefio experimental usado en la prueba fue
completamente aleatorizado con nueve repeticiones (tres por frutos), con tres bloques del
experimento, con una diferencia de 24 hrs cada uno, los datos presentados aqui son un
promedio. Los tratamientos experimentales fueron 17 (Cuadro 11), cada una de las cinco
cepas por tres tiempos mencionados anteriormente, asi como los dos controles (Imazalil y

absoluto), depositando agua destilada estéril sobre la herida para el testigo absoluto.
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Cuadro 11 Tratamientos y réplicas de diferentes especies de Trichoderma como control
bioldgico de C. gloeosporioides.

Tratamientos Repeticiones
T1C10 9
T1C8 9
T1C7 9
T1C5 9
T1C1 9
T2C10 9
T2C8 9
T2C7 9
T2C5 9
T2C1 9
T3C10 9
T3C8 9
T3C7 9
T3C5 9
T3C1 9
Testigo absoluto 9
Imazalil 9

T1=24 hr antes del patdgeno, T2=al mismo tiempo que el patdgeno, T3=24 hr después que el patdgeno,
Cl1=Trichoderma viride, C5= Trichoderma longibrachiatum, C7=Trichoderma asperellum cepa 1,

C8=Trichoderma asperellum Cepa 2, C10=Trichoderma harzianum.
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5.4.4.2. Evaluacion de la severidad sobre frutos de papaya
Fue evaluada midiendo el diametro de la lesion causada por el patdgeno que formo
alrededor de las heridas hechas sobre la superficie de los frutos, esto se llevo a cabo cada 24

hrs después de la inoculacion.

5.4.4.3. Evaluacién de fitotoxicidad sobre frutos de papaya

Se determind mediante los cambios de color en los frutos tratados en relacion con los
testigos, para lo cual se utilizaron imagenes digitales de los frutos tratados con extractos
vegetales. Para la digitalizacion de las fotos se utilizé una camara Kodak Z712 IS de 7,1
megapixeles. Las fotografias se tomaron a un tamafio de 1024 x 768 pixeles a una distancia
de un metro, iluminadas con una lampara fluorescente de 20 watts. La apertura del
diafragma utilizada fue de /2,8 y la velocidad del obturador fue de 1/30 s manteniendo
estos pardmetros constantes. Las imagenes fueron guardadas en un formato tipo jpeg. El
angulo entre la lente de la camara y la fuente de la iluminacién fue de aproximadamente
45°. Se obtuvieron valores de los parametros de color RGB (red, green y blue) mediante el
software Photoshop que fueron analizados estadisticamente. Se analizaron imagenes de 40

X 40 pixeles por cada tratamiento (Luquez y Aguilera, 2005).

5.4.5 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas de normalidad (Shapiro Wilk) vy
hosmostacidad (Barret), transformandolos cuando fue necesario (v?). A los mismos, se les
realizaron analisis de varianza y pruebas de separacion multiple de medias (Tukey, 0,05).
Asimismo, se obtuvo el area bajo la curva de la enfermedad a los datos obtenidos de los

experimentos in vivo.

5.5 Resultados y discusion

5.5.1 Actividad antagonica de Trichoderma spp. sobre Colletotrichum gloeosporioides
in vitro

Las mediciones de cada una de las cepas de Trichoderma se dejaron de realizar hasta los

10 dias de incubacion, tiempo en el que C. gloeosporioides cubrié completamente la placa
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de Petri, como se observa en la figura 1. La colonizacién de ninguna de las cepas presentd
un porcentaje inferior al limite de efectividad (50%) establecido como umbral de
efectividad. El aislamiento con el menor nivel de actividad colonizadora correspondio a la
especie T. asperellum cepa 2 (7.80); otros autores reportan a esta especie como
biocontroladora de patdgenos in vitro, deteniendo el crecimiento micelial de Pythium
myriotylum Drechsler (Mbarga et al., 2012). T. longibrachiatum presentd el mayor valor
de colonizacion (9.35) (Cuadro 12); sin embargo, al final de la prueba se observa que este
antagonista no logré cubrir completamente al hongo patdgeno (Figura 3 B), a diferencia de
lo que sucedié con el resto de las cepas, que se nota cubrieron la superficie de C.
gloeosporiodes en su totalidad (Figura 3 A, C, D y E). Esto indica que T. longibrachiatum
tienen un desarrollo mas rapido que las otras especies, pero al entrar en contacto con este
patdgeno su desarrollo se vuelve lento, el resultado de este antagonista es inmediatamente

seguido por T. harzianum.

Figura 3. Prueba de antagonismo de A) Trichoderma viride, B) Trichoderma
longibrachiatum, C) Trichoderma asperellum cepa 1, D) Trichoderma asperellum cepa 2,
E) Trichoderma harzianum sobre Colletotrichum gloeosporioides y F) Colletotrichum

gloeosporioides. Las flechas muestran el crecimiento de Trichoderma.
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Por su parte, Wijeratnam et al. (2008) reporta a T. harzianum como biocontrolador de
Botriodiplodya theobromae y C. gloeosporioides in vitro. Guédez et al. (2009) demostrd
que debido a la rapidez del crecimiento y a la capacidad para reducir el crecimiento de R.
stolonifer, Mucor spp., P. digitatum, R. solani, Aspergillus niger y Pythium spp. en frutos
de fresa, este hongo se considera un controlador bioldgico efectivo en enfermedades

postcosecha de la fresa.

Cuadro 12 Porcentaje de colonizacion de Trichoderma spp. sobre Colletotrichum
gloeosporioides

Tratamiento Colonizacion*
Trichoderma longibrachiatum 9.3520 #**
Trichoderma harzianum 9.1195°
Trichoderma asperellum cepa 1 7.9695 °
Trichoderma asperellum cepa 2 7.8043°

2
*Se muestran datos transformados con V

** Medias seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).

Las cepas 1 y 2 de T. asperellum tuvieron un comportamiento similar entre ellas al
desarrollarse sobre el patdgeno, no presentandose diferencia estadistica significativa, de

igual manera su morfologia se observa con las mismas caracteristicas (Figura 3).

La inhibicion de C. gloeosporioides por parte de las cepas de Trichoderma desarrollandose
en cultivos duales no mostré diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 13). Esta
fue mayor al 50% para cada una de las cepas estudiadas, observandose la mas alta
inhibicién por T. longibrachiatum y la menor por T. harzianum; lo contrario fue reportado
por Golam e llag (1999) quien menciona que el mayor halo de inhibicién fue dado por T.
harzianum seguido por T. viride. Por su parte, Sousa Rocha y Oliveira (1998) encontraron

que el mismo patdgeno fue inhibido en un 100% por Trichoderma koningii.
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Cuadro 13 Porcentaje de inhibicion de Colletotrichum gloeosporioides por Trichoderma
spp.

Tratamiento Inhibicion (%)*
Colletotrichum-T. longibrachiatum 55.820 ?
Colletotrichum-T. viride 55.416 °
Colletotrichum-T. asperellum cepa 2 55.312 2
Colletotrichum-T. asperellum cepa 1 55.289 ?
Colletotrichum-T. harzianum 53.264 °
Testigo 0.00°

*Medias seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).

T. longibrachiatum se confirma como la especie con un valor mayor de efectividad sobre C.
gloeosporioides in vitro (cuadro 13). El criterio para seleccionar las mejores cepas fue
considerar el mayor porcentaje de colonizacion e inhibicién; sin embargo, debido a que en
este Ultimo no se notaron diferencias estadisticas significativas, se emplearon todas para las

cepas para las pruebas in vivo.
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Figura 4. Hifas de Colletotrichum gloeosporioides interactuando con A) Trichoderma
viride, B) Trichoderma longibrachiatum, C) Trichoderma asperellum, cepa 1, D)
Trichoderma asperellum cepa 2, E y F) Trichoderma harzianum. Flechas rojas indican

hifas de Colletotrichum, Flechas negras indican hifas de Trichoderma.

En lo que respecta al antagonismo e interaccion de hifas se realizaron observaciones de los
microcultivos duales bajo un microscopio compuesto American Optical Microstar
Microscope Model 1130 (Figura 4). Se observa que cada una de las cepas de Trichoderma
presentaron tendencia al micoparasitismo hacia el micelio del hongo patdgeno, en particular
para el caso de T. harzianum causé el dafio méas drastico, observandose invasion del
micelio de C. gloeosporioides (Figura 4 F). Elad (2000) comprob6 que entre los
mecanismos de accion de esta especie sobre B. cinerea son competencia, restriccion de
enzimas del patdgeno y resistencia inducida. El resto de los antagonistas se encontraron
fijados en forma paralela al micelio del patdgeno, causando ruptura de las membranas, por
lo que se not6 vacuolizacion en los diferentes segmentos de las hifas (Figura 5). Golam e
llag (1999) mencionan que las especies de T. harzianum y T. viride también se encuentran

adheridas paralelamente, ademas de enrollarse alrededor de L. theobromae.
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Figura 5. Hifas de Trichoderma spp. fijadas sobre C. gloeosporioides. Flecha muestra

célula vacuolizada del patogeno.

5.5.2 Actividad antagonica de Trichoderma spp. sobre Colletotrichum gloeosporioides
in vivo

Aunqgue ninguna especie de Trichoderma fue capaz de inhibir completamente el desarrollo
del hongo en las lesiones en frutos de papaya inoculados artificialmente en tres diferentes
tiempos (T1= 24 horas antes de inocular el patdégeno, T2= al mismo tiempo que el
patdgeno, y T3= 24 horas después de inocular el patdgeno), lograron reducir la severidad
en los diferentes tiempos de inoculacion (Figura 6). Lo mismo es reportado por Golam e
llag (1999), encontrando que T. viride y T. harzianum no controlaron completamente el
desarrollo de L. theobromae en frutos de banana, pero si hubo una reduccién hasta del
65.06% por parte de T. viride.
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Figura 6. Efectividad de Trichoderma sobre el desarrollo de lesiones causadas por

Colletotrichum gloeosporioides en papaya en postcosecha

La reduccion en el didmetro de la lesion fue més eficiente cuando se inoculé a T. viride 24
hrs antes de inocular al patégeno, mientras que el mayor valor se obtuvo cuando se inoculd
a T. longibrachiatum 24 hrs después que C. gloeosporioides (Cuadro 14). Las diferencias
estadisticas significativas se presentaron principalmente entre los tratamientos T1C1 y
T2C7 respecto al testigo absoluto. Otros autores han encontrado que al inocular antes al
antagonista se obtienen mejores resultados, que cuando se aplica simultdneamente o

después que el patdgeno (Golam e llag, 1999).
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Cuadro 14 Efectividad de Trichoderma en interaccion con el tiempo, sobre el desarrollo de
lesiones causadas por Colletotrichum gloeosporioides en papaya en postcosecha

Tratamiento Media severidad*
Testigo absoluto 46.436 a
T3C5 37.900 ba
T2C10 32.170 bac
Imazalil 31.656 bac
T2C8 31.390 bdac
T1C8 24.665 bdec
T3C8 23.865 bdec
T3C1 23.284 bdec
T3C10 22.150 dec
T1C7 20.990 dec
T1C10 20.628 dec
T3C7 20.305 dec
T2C5 19.115 dec
T2C1 18.196 dec
T1C5 16.248 de
T2C7 12.223 e
T1C1 10.495 ¢
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*Medias seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).
T1=24 hr antes del patégeno, T2=al mismo tiempo que el patdégeno, T3=24 hr después que el patdgeno,
Cl1=Trichoderma viride, C5= Trichoderma longibrachiatum, C7=Trichoderma asperellum Cepa 1,

C8=Trichoderma asperellum Cepa 2, C10=Trichoderma harzianum.

Puede observarse que el valor de la lesion no depende por separado de la cepa o del tiempo
de inoculacion, sino més bien de la interaccién que existe entre ambos, como sucede con
los ultimos dos tratamientos (cuadro 14), en los cuales ni las cepas ni el tiempo de
inoculacion son los mismos, presentandose lo mismo con los demas tratamientos donde
tampoco hay diferencia estadistica significativa, a diferencia de los tratamientos T1CS8,
T2C8 y T3C8 donde al parecer hay una influencia por parte de T.asperellum cepa 2 sobre el
desarrollo de la lesion; este mismo antagonista ha sido estudiado sobre Thielaviopsis
paradoxa (De Seynes Hohn) en pifia, controlando efectivamente el crecimiento del
patdgeno, teniendo un efecto fungicida (Wijesinghe et al., 2010), sucediendo lo contrario
en el presente trabajo, donde los tratamientos mencionados anteriormente igualaron al
testigo absoluto. Diaz y Vila (1990) no encontraron reduccion en el desarrollo de la lesion
cuando T. viride y P. digitatum fueron inoculados simultdneamente sobre naranjas,
mientras que, a medida que aumentaba el tiempo de inoculacién del patdgeno, las lesiones
se reducian; el presente trabajo no concuerda con esto, ya que no hay diferencia para todos
los tratamientos en el desarrollo de la lesion cuando el antagonista se inoculé antes, al
mismo tiempo o después que el patégeno (Cuadro 14). La mayor reduccion de la lesion fue
dada por T. viride inoculada 24 hrs antes que C. gloeosporioides (77.40%), mientras que la
menor fue para T. longibrachiatum aplicado 24 hrs después que el patdégeno (18.38%). Ello
nos indica que T. viride como biocontrolador debe ser aplicado en precosecha para
disminuir pérdidas durante el transporte y en los sitios de venta. Piotrowska y Dorszewski
(1996) reportan a T. viride como uno de los antagonistas mas efectivos entre otras especies,
en contra de A. alternata sobre papa, mejorado Unicamente por T. koningii. Esta efectividad
de T. viride fue confirmada por Nallathambi et al. (2009), quien encontré que el
aislamiento T.v-CIAH240 de T. viride fue superior en efectividad al resto de los
aislamientos. Imazalil aplicado a 500 ppm no redujo notablemente el tamafio de la lesion,

aplicandolo 24 horas antes de la inoculacion de C. gloeosporioides.
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Cuadro 15 Evaluacion de la fitotoxicidad de Trichoderma sobre frutos de papaya en
postcosecha.

Tratamientos
Medias de RGB

Trichoderma viride 147.631 a
Testigo absoluto 133.694 ba
Trichoderma harzianum 131.215 ba
Trichoderma asperellum Cepa 2 124.234 ba
Trichoderma longibrachiatum 123.446 ba
Imazalil 121.955 ba
Trichoderma asperellum Cepa 1 115.436 b

*Medias seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05)

Considerando que el valor obtenido para los frutos empleados como testigo absoluto
representa la coloracion adecuada para la especie de papaya variedad maradol, no existe
diferencia estadistica significativa con las diferentes cepas inoculadas. Se observa que el
efecto de T. viride y T. asperellum cepa 1 causo diferencia estadistica significativa entre
ellas (0.0021); sin embargo, con el testigo absoluto no existe ésta. El testigo comercial
(Imazalil) tampoco causo fitotoxicidad (evaluacion del color) sobre los frutos de papaya
(Cuadro 15). Resultados contrarios fueron reportados por Marfori et al. (2003) quien
encontré que Trichosetina producida por T. harzianum en cultivo dual con Catharanthus
roseus L. inhibi6 el desarrollo de raices de diferentes especies de plantas, ademas las

células de raices tratadas con este metabolito murieron.
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5.6 Conclusiones

Las cepas con mayor colonizacion sobre Colletotrichum gloeosporioides in vitro fueron
Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma harzianum, mientras que para la variable
inhibicién, no se obtuvo diferencia estadistica significativa. En lo que respecta al
mecanismo de accion de las cepas de antagonistas, todas mostraron micoparasitismo hacia
el patégeno. A nivel in vivo los tratamientos T2C7 y T1C1 fueron los mas efectivos con la
eficiencia mas alta del 77.40%. No se observo diferencia estadistica significativa en cuanto

a la fitotoxicidad por ninguno de los tratamientos evaluado.

6. Discusion general
En el presente trabajo se pretendidé demostrar la posibilidad de alternativas a los productos
quimicos para el manejo postcosecha de la antracnosis causada por Colletotrichum
gloeosporioides en frutos de papaya en postcosecha. Diversos ensayos tanto in vitro como
in vivo fueron realizados empleando extractos vegetales y Trichoderma. Los resultados
obtenidos por los extractos vegetales demostraron que existen especies que tienen potencial
para el control de este patdgeno, tal como fue demostrado en el ensayo con canela, la cual
fue efectiva in vitro e in vivo, en los primeros ensayos no se presentd crecimiento del
hongo a una concentracion de 0.0150%, mientras que en in vivo cuando el extracto fue
asperjado antes de la inoculacion del patégeno se muestra la menor severidad para las
heridas. Magbool et al (2011) encontré que canela a una concentracion de 0.4% con goma
arabiga al 10% tuvo el efecto fungicida mas alto, retardando la aparicion de los sintomas,
por su parte Tzortzakis (2009) demostré que este misma especie detuvo el desarrollo
micelial cuando se empleé a 500 ppm sobre Colletotrichum, esta misma concentracion
detuvo el desarrollo de la lesidn de antracnosis sobre frutos de tomate. Esta especie vegetal
ha sido extensamente estudiada sobre el desarrollo de otros microorganismos como son
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus, Penicillium sp.,
Penicillium roqueforti, Penicillium patulum, and Penicillium citrinum, asi como
Lactobacillus sp., Bacillus thermoacidurans, Salmonella sp., Corynebacterium
michiganense, Pseudomonas striafaciens, Clostridium botulinum, Alternaria sp.,

Aspergillus sp., Canninghamella sp., Fusarium sp., Mucor sp., and Penicillium sp. (Azzouz
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and Bullerman, 1982; Conner and Beuchat, 1984; Suksrikarm, 1987; Burt, 2004). Ademas
este aceite es empleado como sustancia conservadora y saborizante natural que no son
dafinas cuando son consumidas en productos alimenticios, por lo cual podria considerarse
su uso como una alternativa de control para Colletotrichum sobre frutos en postcosecha. El
control bioldgico en postcosecha es otra de las opciones atractivas que se presentan como
alternativa al uso de quimicos sintéticos. Al respecto de Trichoderma sp., en este trabajo las
pruebas in vitro mostraron que todas las cepas ensayadas presentaron micoparasitismo
hacia el micelio del hongo patégeno, la especie que arrojé la menor colonizacion fue
Trichoderma asperellum cepa 2, aunque otros autores la reportan como una especie
biocontroladora de patdgenos in vitro, deteniendo el crecimiento micelial de Pythium
myriotylum (Mbarga et al., 2012); la especie que presentd el mayor valor de colonizacion
fue Trichoderma longibrachiatum (9.35); sin embargo, al final de la prueba se observa que
este antagonista no logrd cubrir completamente al hongo patégeno, a diferencia de lo que
sucedio con el resto de las cepas, que se nota cubrieron la superficie de C. gloeosporiodes
en su totalidad.Esto indica que T. longibrachiatum tienen un desarrollo mas rapido que las
otras especies, pero al entrar en contacto con este patdgeno su desarrollo se vuelve lento, el
resultado de este antagonista es inmediatamente seguido por T. harzianum. Wijeratnam et
al. (2008) reporta a T. harzianum como biocontrolador de Botriodiplodya theobromae y C.
gloeosporioides in vitro. Guédez et al. (2009) demostré que debido a la rapidez del
crecimiento y a la capacidad para reducir el crecimiento de R. stolonifer, Mucor spp., P.
digitatum, R. solani, Aspergillus niger y Pythium spp. en frutos de fresa, este hongo se
considera un controlador bioldgico efectivo en enfermedades postcosecha de la fresa. La
reduccion en el diametro de la lesion fue mas eficiente cuando se inocul6 a T. viride 24 hrs
antes de inocular al patégeno, mientras que el mayor valor se obtuvo cuando se inocul6 a T.
longibrachiatum 24 hrs después que C. gloeosporioides (Cuadro 14). Las diferencias
estadisticas significativas se presentaron principalmente entre los tratamientos T1C1 y
T2C7 respecto al testigo absoluto. Otros autores han encontrado que al inocular antes al
antagonista se obtienen mejores resultados, que cuando se aplica simultaneamente o

después que el patdégeno (Golam e llag, 1999).
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Trichoderma ha sido empleado en diversos frutos durante la postcosecha como son
manzana, fresa, citricos y banana (Elad, 1994; Aranguren et al., 1994; Pajmo et al., 1995;
Sastrachidayat, 1995; Golam et al., 1998; Lakshmi et al., 2004), ha sido aplicado
mezclandolo con fungicidas con la finalidad de controlar completamente el patdégeno
objetivo, mejorando no solo la eficacia en el control, sino también disminuyendo el uso de
fungicidas. Las aplicaciones de mezcla de Trichoderma harzianum con fungicidas fueron
efectivas para el control de moho gris en tomate, calabaza, pepino, uvas y banana (Elad y
Zimand, 1992; Meszka y Bielenin, 2004; Devi y Arumugam, 2005). Kumar et al. (2005)
también ha documentado la efectividad de un uso integrado de bioagentes y fungicidas

sobre pudricion negra (Alternaria alternata) en mango.

7. Conclusiones generales

Los extractos ensayados mostraron efectividad en contra del patégeno en los analisis in
vitro. El extracto de ajo in vivo no mostrd fitotoxicidad ni efectividad en contra de
Colletotrichum gloeosporioides sobre frutos de papaya en postcosecha, mientras que el de
canela tuvo una efectividad de 97.22% a una dosis de 0.0054%, superando al testigo
quimico, sin embargo, a dosis mayores a 0.0120% presenta fitotoxicidad.

En cuanto a control biol6gico se refiere, las cepas con mayor colonizacion sobre
Colletotrichum gloeosporioides  in vitro fueron Trichoderma longibrachiatum vy
Trichoderma harzianum, mientras que para la variable inhibicion, no se obtuvo diferencia
estadistica significativa. En lo que respecta al mecanismo de accién de las cepas de
antagonistas, todas mostraron micoparasitismo hacia el patégeno. A nivel in vivo los
tratamientos T2C7 y T1C1 fueron los mas efectivos con la eficiencia mas alta del 77.40%.
No se observo diferencia estadistica significativa en cuanto a la fitotoxicidad por ninguno

de los tratamientos evaluados.
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