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Resumen

CARACTERIZACION DE Colletotrichum spp. EN FRUTOS DE PAPAYA CV.
‘MARADOL’ DE DIFERENTES ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA Y
SU CONTROL POSTCOSECHA

Alma Adela Lira Vargas, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN
La papaya (Carica papaya L.) es una fruta altamente perecedera, por lo que el control de

la maduracidn es esencial para aumentar la vida util, asi como disminuir los sintomas de
la antracnosis y teniendo en cuenta los recientes avances taxondémicos en la sistemética
del género Colletotrichum, este trabajo se dividié en cinco fases con los siguientes
objetivos: 1ra. fase, caracterizar molecular, morfoldgica y patogénicamente diferentes
especies de Colletotrichum spp. en frutos de papaya cv. Maradol de diferentes estados de
la Republica Mexicana, 2da: determinar la composicion fitoquimica del extracto etilico
vegetal de hojas de guayaba (Psidium guajava), asi como la evaluacion de la efectividad
bioldgica in vitro sobre seis especies de Colletotrichum para el manejo de la antracnosis
en frutos de papaya cv. Maradol, 3ra: evaluar el efecto de un recubrimiento comestible a
base de carboximetilcelulosa 0.5 % adicionado con extracto etanélico de hoja de guayaba
(Psidium guajava) sobre la calidad y el control de tres especies de Colletotrichum spp. en
papaya cv. Maradol, 4ta: evaluar la actividad antifngica de cinco plantas medicinales de
uso frecuente en Brasil (Annona muricata, Azadirachta indica, Baccharis trimera,
Guarea trichilioides, Zingiber officinale) de forma in vitro sobre Colletotrichum sp. para
el control de la antracnosis en frutos de papaya y 5ta: evaluar los tratamientos: agentes de
control biolégico (Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma harzianum, Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens), quimico (azoxistrobin, cloruro de calcio, fosfito de
potasio) y extractos vegetales (extracto comercial de jengibre y de guanabana), en la
calidad y control de antracnosis en frutos de papaya cv. Sunrise.

En la metodologia de la ler fase se utilizaron muestras de material enfermo que se
colectaron de 23 municipios de 10 estados productores. El aislamiento de Colletotrichum
spp. se realiz6 con el método monosparico y de cdmara hiumeda, posteriormente se hizo
una extraccion de ADN gendmico, amplificacion de Reaccion en Cadena de Polimesara
con region Espacio de transcripcion interna y genes que codificaron para Actina,
secuenciacion en Macrogen y un andlisis filogenético mediante un alineamiento

multilocus con dos genes combinados (ITS y ACT) usando el programa SeaView. La
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Resumen

caracterizacion morfoldgica (coloracion de las cepas, aspecto, crecimiento del micelio,
forma y tamafio de conidios, tasa de esporulacion) y prueba de patogenicidad (crecimiento
miceliar de cepa en frutos de papaya) se llevo acabo con seis aislamientos que resultaron
diferentes en su identificacion con ACT (C. cliviae: V22, C. truncatum: Col9, C.
brevisporum: T15, C. karstii: M15, C. aenigma: V39, C. gloeosporioides: G15). En la
2da fase la obtencion de los extractos se utilizaron hojas de guayaba silvestre cv ‘Criolla’
y se empled el método de extraccion asistida por ultrasonido de baja frecuencia; la
identificacion de flavonoides en los extractos se hizo por cromatografia de liquidos de
alta resolucion y electroforesis capilar; y para la evaluacion de su actividad antifingica
se realizO por el método de microdilucién-difusiébn en agar, probando cinco
concentraciones del extracto etilico: 100, 150, 200, 250 y 300 ppm de extracto para seis
especies de Colletotrichum (C. aenigma, C. brevisporum, C. cliviae, C. gloeosporioides,
C. karstii y C. truncatum) previamente aisladas e identificadas de frutos de papaya cv
‘Maradol’. En la 3er fase se utilizaron papayas cv. Maradol que fueron lavadas con agua
y jabdn, desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2%, enjuagadas, secadas, inoculadas
con 50 pL de una suspension de esporas de Colletotrichum spp. (6 x 10° esporas/mL) de
cada cepa estudiada (C. gloeosporioides, C. truncatum, y C. brevisporum) en una zona
especifica del fruto (cinco zonas por fruto y se trabajé con cuatro frutos por tratamiento),
incubados (en camara humeda 24 h a 25°C), cabe aclarar que la inoculacion e incubacion
solo se realizd en frutos asignados para la prueba de severidad. Las papayas fueron
sometidas a diversos tratamientos [1: sin recubrimiento (SR), 2: con recubrimiento sin
adicion de extracto (CR), 3: con recubrimiento y adicion de extracto (CRE)] por
inmersion durante tres min, secadas y almacenadas (15°C por 12 d), evaluando cada dos
dias parametros de calidad (color, sélidos solubles totales, acidez titulable, vitamina C,
firmeza, pérdida de peso), respiracion y efecto antifungico contra la antracnosis (indice
de severidad). En la 4ta fase la obtencion de extractos se realizé con hojas de plantas
(Annona muricata, Azadirachta indica, Baccharis trimera, Guarea trichilioides y
Zingiber officinale) y se obtuvieron por el método de maceracion y su actividad
antifangica se realizé con el método de microdilucién-difusion en agar, probando cinco
concentraciones del extracto (0, 50, 100, 150 y 200 ppm) contra Colletotrichum sp. En la
Sta fase el estudio tuvo dos partes: en la primera se seleccionaron los tres mejores
tratamientos, uno de cada tipo (biol6gico, quimico, extracto vegetal) en funcidn de su
efecto antifingico sobre Colletotrichum sp. y en la segunda se evalué el efecto

postcosecha que cada tratamiento seleccionado sobre los pardmetros de calidad [pérdida
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Resumen

de peso, color, firmeza, solidos solubles totales (SST), pH, acidez titulable (AT),
contenido de acido ascorbico (AA)].

Con los resultados de la 1ra fase se determin6 que la principal especie asociada a la
antracnosis en papaya fue C. brevisporum con una frecuencia del 60% en los aislados
evaluados. En la 2da fase los resultados mostraron que el extracto de guayaba
principalmente present6 los polifenoles: florizidina, epicatequina, quercitina, catequina y
acido ascorbico. En la actividad antifungica se mostrd que, a mayor concentracion del
extracto, mayor fue el efecto inhibitorio y que la concentracion de 300 ppm fue la 6ptima
para controlar el 100% de crecimiento de las seis especies evaluadas, ademas de que se
tuvo efecto significativo entre cada especie evaluada. En la 3ra fase los resultados
mostraron que las papayas CR tuvieron significancia en los parametros evaluados (color,
solidos solubles totales, acidez titulable, vitamina C, pérdida de peso, firmeza y
respiracion) con respecto a los no recubiertos (SR), en el indice de severidad tambiéen se
mostrd diferencia significativa, pero fue ain mayor en recubrimientos con la adicion de
extracto (CRE). En la 4ta fase el extracto de hojas de guanabana (A. muricata) presento
el mayor contenido de fenoles y provocd la mayor actividad antimicrobiana sobre
Colletotrichum sp., a una concentracion de 200 ppm de este mismo extracto ya que se
obtuvo el 100% de inhibicién del mismo hongo. En la 5ta fase como resultado de la
primera fase se obtuvo que los tres mejores métodos de cada tipo para el control de
antracnosis fueron: T. longibrachiatum, cloruro de calcio y extracto comercial de
jengibre, con los que se disminuy6 un 67, 42 y 60% menor indice de severidad,
respectivamente con respecto al control.

Palabras clave: Colletotrichum gloeosporioides, Extracto vegetal, Recubrimiento

biodegradable, Polifenoles, Flavonoides.
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Abstract

CHARACTERIZATION OF Colletotrichum spp. IN FRUITS OF PAPAYA CV.
'MARADOL' FROM DIFFERENT STATES OF THE MEXICAN REPUBLIC
AND POST-HARVEST CONTROL

Alma Adela Lira Vargas, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT
The papaya (Carica papaya L.) is a highly perishable fruit, so the control of maturation is

essential to increase the shelf life, as well as decrease the symptoms of anthracnose and
taking into account the recent taxonomic advances in the systematics of the genus
Colletotrichum, this work was divided into five phases with the following goals: 1st.
phase, characterize molecularly, morphologically and pathogenically different species of
Colletotrichum spp. isolated from fruits of papaya cv. Maradol, harvested from different
states of the Mexican Republic, 2nd, determine the phytochemical composition of the
vegetable ethyl extract of guava leaves (Psidium guajava), as well as the evaluation of
the in vitro biological effectiveness on six species of Colletotrichum for the management
of anthracnose in papaya fruits cv. Maradol, 3rd, evaluate the effect of an edible coating
based on 0.5% carboxymethylcellulose added with ethanolic extract of guava leaf
(Psidium guajava) on the quality and control of three species of Colletotrichum spp. in
papaya cv. Maradol, 4th: to evaluate the antifungal activity of five medicinal plants
frequently used in Brazil (Annona muricata, Azadirachta indica, Baccharis trimera,
Guarea trichilioides, Zingiber officinale) in vitro on Colletotrichum sp. for the control of
anthracnose in papaya, and 5th, fruits evaluate the treatments: biological control agents
(Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens), chemical (azoxystrobin, calcium chloride, potassium phosphite) and
plant extracts (commercial extract of ginger and guanabana), in the quality and control of
anthracnose in fruits of papaya cv. Sunrise.

In the methodology of the 1st phase, samples of diseased material were used and collected
from 23 municipalities in 10 producing states. The isolation of Colletotrichum spp. was
performed with the monosporic and wet-chamber method, then an extraction of genomic
DNA was carried out, Polymerase Chain Reaction amplification with region of Internal
Transcription Space and genes that codified for Actin, sequencing in Macrogen and a
phylogenetic analysis through an alignment multilocus with two genes combined (ITS
and ACT) using the SeaView program. The morphological characterization (coloration

of the strains, appearance, growth of the mycelium, shape and size of conidia, sporulation
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rate) and pathogenicity test (mycelial growth of strain in papaya fruits) was carried out
with six isolations that were different in their identification with ACT (C. cliviae: V22,
C. truncatum: Col9, C. brevisporum: T15, C. karstii: M15, C. aenigma: V39, C.
gloeosporioides: G15). In the 2nd phase the extracts were obtained using wild guava
leaves cv 'Criolla’ and the method of low frequency ultrasound-assisted extraction was
used; the identification of flavonoids in the extracts was done by high performance liquid
chromatography and capillary electrophoresis; and for the evaluation of its antifungal
activity was performed by the method of microdilution-diffusion in agar, testing five
concentrations of the ethyl extract: 100, 150, 200, 250 and 300 ppm of extract for six
species of Colletotrichum (C. aenigma, C brevisporum, C. cliviae, C. gloeosporioides, C.
karstii, and C. truncatum) previously isolated and identified from papaya cv 'Maradol’
fruits. In the 3rd phase, papayas cv. Maradol were washed with soap and water,
disinfected with 2% sodium hypochlorite, rinsed, dried, inoculated with 50 pL of a spore
suspension of Colletotrichum spp. (6 x 10° spores/mL) of each strain studied (C.
gloeosporioides, C. truncatum, and C. brevisporum) in a specific area of the fruit (five
zones per fruit and worked with four fruits per treatment), incubated (in wet chamber 24
h at 25 °C), it should be clarified that the inoculation and incubation was only performed
on fruits assigned for the severity test. The papayas were subjected to various treatments
[1: uncoated (SR), 2: coated without addition of extract (CR), 3: with coating and addition
of extract (CRE)] by immersion for three min, dried and stored (15 °C for 12 d),
evaluating quality parameters every two days (color, total soluble solids, titratable acidity,
vitamin C, firmness, weight loss), respiration and antifungal effect against anthracnose
(severity index). In the 4th phase, extracts were obtained with leaves of plants (Annona
muricata, Azadirachta indica, Baccharis trimera, Guarea trichilioides, and Zingiber
officinale) and were obtained by the maceration method and their antifungal activity was
performed with the microdilution method agar diffusion, testing five concentrations of
the extract (0, 50, 100, 150, and 200 ppm) against Colletotrichum sp. In the 5th phase the
study had two parts: in the first, the three best treatments were selected, one of each type
(biological, chemical, vegetal extract) based on its antifungal effect on Colletotrichum
sp., and in the second, the postharvest effect of each treatment selected on the quality
parameters [weight loss, color, firmness, total soluble solids (SST), pH, titratable acidity
(AT), ascorbic acid content (AA)] was evaluated.

With the results of the 1st phase it was determined that the main species associated with

anthracnose in papaya was C. brevisporum with a frequency of 60% in the isolates
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evaluated. In the 2nd phase the results showed that the guava extract mainly presented
the polyphenols: florizidin, epicatechin, quercitin, catechin, and ascorbic acid. In the
antifungal activity, it was shown that, the greater the concentration of the extract, the
greater the inhibitory effect and the 300 ppm concentration was the optimum to control
the 100% growth of the six species evaluated, as well as having a significant effect
between each evaluated species. In the third phase the results showed that the papayas
CR had significance in the evaluated parameters (color, total soluble solids, titratable
acidity, vitamin C, weight loss, firmness and respiration) with respect to the uncoated
(SR), in the severity index also showed significant difference, but was even higher in
coatings with the addition of extract (CRE). In the 4th phase, the guanabana leaves extract
(A. muricata) had the highest phenol content and caused the highest antimicrobial activity
on Colletotrichum sp., at a concentration of 200 ppm of this same extract, since 100%
was obtained inhibition of the same fungus. In the 5th phase as a result of the first phase
it was obtained that the three best methods of each type for the control of anthracnose
were: T. longibrachiatum, calcium chloride and commercial extract of ginger, with which

it decreased by 67, 42 and 60% lower severity index, respectively with respect to control.

Key words: Colletotrichum gloeosporioides, Vegetable extract, Antifungal activity,
Biodegradable coating, Polyphenols, Flavonoids.
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La papaya (Carica papaya) es una planta perteneciente a la familia Caricaceae, originaria
de América tropical del sur de México hasta Costa Rica; cultivada en la actualidad en
diferentes regiones tropicales y subtropicales del mundo. En México para el afio 2016
tuvo una produccion anual de 836,370 t y se cultivo principalmente en los estados de
Oaxaca, Veracruz, Chiapas, Campeche, Tabasco, Colima y Michoacan (SIAP, 2017) y
destaca como un importante exportador de papaya fresca destinando mas del 90 % de sus
exportaciones al mercado de los Estados Unidos, pero solo el 10 % de su produccion total
es exportada (FAOSTAT, 2017).

Sin embargo, es un producto perecedero, susceptible al ataque de microorganismos antes
o después de la cosecha y durante su almacenamiento. El principal agente patégeno que
ocasiona peérdidas postcosecha es Colletotrichum sp el cual ocasiona la antracnosis en
papaya. La antracnosis, es causada principalmente por Colletotrichum gloeosporioides
(Maeda y Nelson, 2014; Sidiqui y Ali, 2014); sin embargo, es posible encontrar otras
especies de Colletotrichum spp. que causan esta enfermedad en diversos cultivos (Liu et
al., 2013a; Diao et al., 2014; Grabke et al., 2014; Hu et al., 2015; Han et al., 2016; Saini
et al., 2016; Tapia-Tussell et al., 2016). En la actualidad el género Colletotrichum, se
constituye en un desafio para los taxdnomos dado que al dia de hoy el concepto de especie
dentro del mismo no ha sido bien definido o universalmente aceptado. Durante muchos
afios, se ha supuesto que las especies de Colletotrichum son especificas para las plantas
que infectan y en la actualidad la sistematica de las especies de Colletotrichum ha
cambiado recientemente con la publicacion de analisis filogenético que revela que el
género estd compuesto por clados (Cannon et al., 2012), los cuales representan un
complejo de especies (Damm et al., 2012a 'y 2012b, Weir et al., 2012, Damm et al., 2014).
Para reducir estas pérdidas, es necesario entender los factores bioldgicos vy
medioambientales relacionados con su deterioro y el uso de tecnologias postcosecha que
retrasen la senescencia y mantengan la calidad del producto lo mejor posible. Durante
varios afios se han empleado fungicidas sintéticos para controlar patdgenos postcosecha;
sin embargo, en diversos estudios se ha demostrado que estos compuestos han causado
resistencia en microorganismos, incluyendo a los hongos y representan un potencial

riesgo para la seguridad del medio ambiente y la salud humana. En la busqueda de
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alternativas naturales para el control de pudriciones postcosecha se ha valorado el empleo
de extractos vegetales (Dubey, 2016; Salem et al., 2016; Soliman et al., 2016).

Estudios realizados por Dubey (2016); Morais-Braga et al. (2016); Soliman et al. (2016)
demuestran que extractos y aceite esencial de hoja de guayaba (Psidium guajava) poseen
actividad antimicrobiana, que de esta planta se puede obtener tanto extracto como aceite
esencial para emplearlo como un compuesto antifungico o antimicrobiano y una manera
de emplearlos es adicionandolo a un envase activo como un método de conservacion.
Una alternativa muy prometedora para la conservacion de productos hortofruticolas, es el
empleo de envases activos, definidos como el sistema alimento-envase-entorno que actla
de forma coordinada para mejorar la salubridad y la calidad del alimento envasado y
aumentar su vida 0til (Figueroa, 2011). Como componentes de los envases activos se
encuentran los recubrimientos comestibles, estos pueden servir como vehiculos para un
amplio rango de aditivos, incluyendo compuestos antimicrobianos que también permite
extender la calidad comercial del producto fresco, por un periodo preestablecido entre los
siete y diez dias en rubros altamente perecederos, siendo el grado de descomposicién
controlado por la accion de sustancias antioxidantes (Barrera et al., 2012; Quintero et al.,
2010).

Por lo anterior mencionado, el presente trabajo tuvo como objetivo, aislar e identificar los
patégenos postcosecha asociados a la antracnosis en frutos de papaya cv. ‘Maradol’ de
los principales estados productores de la Republica Mexicana mediante técnicas
morfométricas y moleculares para conocer su estructura morfolégica y molecular y

evaluar su manejo postcosecha mediante la aplicacion de envases activos.
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Origen e historia
La papaya es nativa de Centroamérica, posiblemente entre el sur de México y el norte de
Nicaragua, segun unos autores o de los Andes Peruanos segun otros. La primera mencion
de la misma fue en el libro “Historia Natural y General de las Indias” en el afio 1535 y se
le atribuye a Gonzalo Fernandez de Oviedo (1478-1557), historiador y cronista espafiol,
quien informo a los reyes de Espafia haber visto plantas de papayas creciendo en dicha
region (ProPapaya, 2009, SIAP, 2012a).

Figra 1. Cultivo de papaya.

Su llegada al Caribe y a Suramérica se debio a los marinos esparioles y portugueses. Su
distribucién en todo el resto del mundo tropical se logra durante el siglo XVI
(INFOAGRO, 2012). Se le conoce con diferentes nombres, tales como: papaya (México),
fruta bomba (Cuba), mamao (Brasil), pawpaw (Australia) entre otros. (SIAP, 2012b).

Taxonomia y morfologia
En el Cuadro 1. Se presentan la informacién taxonémica de Carica papaya.

Cuadro 2. Informacion taxonémica de Carica papaya.

REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Violales
FAMILIA Caricaceae
GENERO Carica L., 1753
ESPECIE Papaya L., 1753

Fuente: CONABIO (2012b).
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La planta es una herbacea arborescente de crecimiento rapido y de corta vida. Se clasifica
como una especie perenne, ya que puede llegar a vivir 20 afios. Se considera una hierba

arborescente porque es muy poco lignificada. En el Cuadro 2 se describe la morfologia

de la planta de papaya.

Cuadro 3. Descripcion morfoldgica del papayo.

Es engrosada y de color blancuzco en su exterior. En los suelos
profundos y sueltos crece hacia abajo casi verticalmente hasta unos 60
cm de profundidad. Produce unas 25 raices secundarias de 2.5 a5 cm de
grueso.

Es recto, cilindrico, suave, esponjoso-fibroso suelto, jugoso, hueco, de
color gris o café grisaceo, de 15-30 cm de didmetro y endurecido por la
presencia de cicatrices grandes y prominentes causadas por la caida de
hojas e inflorescencias, con una corteza lisa marcada por cicatrices
producto del crecimiento foliar. Sencillo o algunas veces ramificado, de
2-10 m de altura.

Son alternas, aglomeradas en el &pice del tronco y ramas, de peciolo
largo; ampliamente patentes, de 25-75 cm de didmetro, lisas, mas o
menos profundamente palmeadas con venas medias robustas, irradiantes.
El haz de la hoja es de color verde oscuro o verde amarillo, brillante,
marcado en forma visible por las nerviaduras hundidas de color blanco
amarillento y las venas reticuladas, por debajo son de color verde
amarillento palido y opaco con nervaduras y venas prominentes y
visibles.

Tiene seis tipos de flores, por lo que se considera que es una planta
poligama.

Las flores femeninas tienen un caliz formado por una corona o estrella
de cinco puntas muy pronunciada. Encima de éste se encuentra el
ovario, cubierto por los sépalos de color blanco amarillo, y cuando muy
tiernos, ligeramente tocados de violeta en la punta. Los frutos de este pie
son grandes y globosos.

Las flores masculinas crecen en largos pedunculos de mas de medio
metro de longitud y en cuyos extremos se encuentran racimos
constituidos por 15 - 20 florecillas. Estas flores no dan frutos, pero si lo
hacen son alargados y de poca calidad.

Las flores hermafroditas tienen los dos sexos y el arbol que las posee
tiene a su vez tres clases de flores. Una llamada pentandria, parecida a la
flor femenina, pero al separar los pétalos se aprecian cinco estambres y
el ovario es lobulado. Los frutos de esta flor son globosos y lobulados.
Otro tipo es la llamada elongata y tiene diez estambres, colocados en dos
tandas; es alargada y de forma cilindrica, al igual que el ovario, dando
frutos alargados. EI ultimo tipo de flor es la intermedia o irregular, no es
una flor bien constituida, formando frutos deformes.
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Cuadro 4. Descripcién morfoldgica del papayo (Continuacion).

Es una baya ovoide, cuya forma varia de casi esférica a oblonga o
periforme; posee una cavidad cuyo tamafio puede ser pequefia 0 mayor
que la mitad del diametro del fruto, esta cavidad contiene las semillas
gue pueden ser muy numerosas o practicamente no existir. Las semillas
son ovoides, negras, de 5 mm de largo y encerradas en un arilo
transparente y gelatinoso. La pulpa es de color amarillo anaranjado o
rojizo; suculenta y aromatica, de sabor agradable y dulce. En cuanto al
tamarfio y peso del fruto, éste puede ser de entre 10 - 25 cm 0 mas de
largo y 7-15 cm o0 mas de diametro, y oscila entre 400 gramos y 6 kilos,
dependiendo de la variedad y de su posicion en la planta; los mas
grandes son aquellos ubicados en la parte baja del tallo, y conforme
aumenta la altura va disminuyendo el tamafio del mismo.
Fuente: Fundacién de Desarrollo Agropecuario (1998); FAO (2008); ProPapaya (2009);

CANALAGRO (2012) SIAP (2012c).

Importancia econémica
La papaya se produce en mas de 60 paises y su produccion se concentra en naciones en
vias de desarrollo. En 2015 la produccion mundial de papaya se estimé en 12.67 millones
de toneladas habiendo entre 2013 y 2014 un crecimiento de 8.7 % (FAOSTAT, 2013).
Como se observa en la Figura 2, India es el primer productor a nivel mundial de papaya
con una produccion de 5,639,300 toneladas, seguido de Brasil con 12.7 %, Nigeria 6.7 %

e Indonesia y México con 6.6 %. México se encuentra en el quinto lugar a nivel mundial

Venezuela Otros
Filipinas

con una produccion de 836,370 t de papaya producida en el afio 2015 (FAO, 2017).
N |

Rep.
Domi“ick India

Congo

Brazil

Figura 2. Produccién a nivel mundial de la papaya en el 2015.
Fuente: FAOSTAT (2017).
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En México, las principales plantaciones de papaya estan ubicadas al suroriente del pais
en los estados de Oaxaca, Veracruz, Chiapas, Campeche y Yucatan, alli se concentra mas
del 60% del total de produccion de papaya en México (Evans y Ballen, 2012).

La produccidon de papaya por estados segun el SIAP durante el afio 2017 se muestra en la
Figura 3, en donde Oaxaca con 169 mil 434 toneladas producidas, Veracruz 100,465ty
Chiapas con produccién de 86,879 t, les sigue el estado de Colima con 65,121 t de papaya
que fueron las entidades con mayor produccion (74 % de la produccion nacional),
obteniendo un valor de produccion de $1,385,150 (SIAP, 2017).

Jalisco  YucatarOtrosCampeche Colima
2% /_2% 7% 2% 11%

Veracruz

18% \

Chiapas
15%

uerrero
5%
Michoacan
8%
Oaxaca

30%

Figura 3. Produccion agricola (Riego+ Temporal) de papaya en 2017.
Fuente: SIAP (2017).

Variedades

Debido a que el papayo se reproduce por semilla, se han desarrollado un gran nimero de
variedades, empleandose en cada zona de cultivo las mejor adaptadas a sus condiciones
climatoldgicas. Las variedades mestizas son poco estables, y se recomienda tener cuidado
en obtener semillas de progenitores que pertenezcan a la misma variedad.
En M¢éxico destacan las variedades ‘Maradol’, ‘Red Lady’ y otra variedad de menor
importancia es la “Solo”, cuyas caracteristicas se presentan en el Cuadro 3 (INFOAGRO,
2012).
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Cuadro 3. Principales variedades de papayas en México.

Se desarrolla en clima calido (25-38 °C). Se puede
sembrar en cualquier época del afio. Su floracion inicia
aproximadamente a los tres meses de trasplantada y su
cosecha alrededor de siete meses despueés del trasplante.

El exterior de las frutas es amarillo-anaranjado brillante,
su interior es un intenso rojo salmoén. AzUcares
alrededor de 15 °Brix, sabor exquisito, su pulpa tiene
excelente consistencia el peso promedio de los frutos es
de 1.5 a 2.6 kg, prevalecen los frutos alargados
(hermafroditas).

Es un hibrido de produccion temprana y vigorosa, es
tolerante al virus de la mancha anular de la papaya, sus
frutos comienzan a una altura de 80 cm y normalmente
tiene cerca de 30 frutas por planta en cada temporada.

Esta especie se destaca porque tiene la pulpa de color

rojo y un buen aroma fuerte. Su peso promedio es de 1.1
kg. La madurez se identifica cuando el fruto empieza a
tornarse amarillo pinton por lo menos en un 40% de la

superficie y se hace suave al tacto.

Esta variedad hermafrodita produce frutos pequefios de
forma aperada y de cuello corto, con peso entre los 400
y 800 g, de buen sabor, color salmén y con buenas
caracteristicas para el transporte. Se le conoce
comunmente como Hawaiana, pues es donde mayor
auge ha tenido y en donde se han desarrollado dos
grupos para hacer frente al virus de la mancha anular
(PRSV, por sus siglas en inglés). Por un lado se
encuentran los tipos genéticamente modificados: Sunset
(pulpa firme de color salmdn rosado, peso entre 400 y
600 g), Rainbow y Sunup; Por otro lado estan los no
modificadas como Kapoho (pulpa color amarillo-
naranja de consistencia firme, muy dulce y con peso de
400 a 800 g) y Sunrise (pulpa amarillo-naranjo, peso
entre 425y 625 g).

Del sur de
México hasta
Costa Rica

**%k*

Hawai

Fuente: INFOAGRO (2012); Perfil Mercado de Papaya (2012); Diagnostico de la
Papaya Maradol (2012). Diario EI Comercio (2011); Wydyastuti et al. (2010).

La papaya, es una fruta climatérica lo que quiere decir que la maduracion continta

después de cosechado, produciendo cantidades significativas de etileno, conjuntamente

con la presencia de un alto ritmo respiratorio (Figura 4). Después de la cosecha es muy

susceptible a los dafios fisicos y al deterioro en general por lo que su manejo tiene que ser

muy cuidadoso (FAO, 2008).
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Figura 4. Grados de madurez en la papaya después de la cosecha: 1. Verde; 2. 3/4 verde;
3. 2/4 verde; 4. 2/4 amarrillo; 5. % amarillo; 6. Amarilla 0 madura maciza.
Fuente: NMX-FF-041-SCFI-2003.

Composicién quimica
Dependiendo la variedad, el cultivar y el estado de madurez, el contenido en humedad
varia de un 87 a 94% y el de carbohidratos de 2 a 12%. EI cambio maés significativo que
ocurre en la maduracién del fruto es la aparicion de azlcares solubles, siendo el
predominante la sacarosa (48,3%), seguido de glucosa (29,0%), fructosa (21 %) y trazas
de pseudo-heptulosa (Lobo, 1995).

La papaya se consume principalmente como fruta fresca, en postre o ensalada, este fruto
se ubica en los primeros lugares entre los frutos ricos en vitamina C, vitamina A,
riboflavina, calcio, tiamina, hierro, niacina, potasio y fibra (Krishna et al., 2008). En el
Cuadro 4 se muestra el contenido de los principales compuestos quimicos que se

encuentran en la pulpa de la papaya.

Cuadro 4. Composicion quimica de la papaya en estado verde y maduro en 100 g de
porcién comestible.

Valor energético (kCal) 28 39
Humedad (%) 91.60 88.83
Proteina (g) 0.80 0.61
Grasa total (g) 0.10 0.14
Carbohidratos (g) 6.90 9.81
Fibra dietética total (g) - 1.80
Cenizas (g) 0.60 0.61
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Cuadro 4. Composicion quimica de la papaya en estado
verde y maduro en 100 g de porcion comestible
(Continuacion).

Componente Verde Maduro
Minerales (mg)
Calcio 41 24
Fdésforo 22 5
Hierro 0.30 0.10
Potasio - 257
Sodio - 3
Zinc - 0.07
Magnesio - 10
Vitaminas (mg)
Tiamina 0.04 0.03
Riboflavina 0.04 0.03
Niacina 0.20 0.34
Vitamina C 36 62
Vitamina A (mcg) - 55
Vitamina B6 - 0.02
Acidos grasos (g)
Mono-insaturados - 0.04
Poli-insaturados - 0.03
Saturados - 0.04
Colesterol (mg) - 0

Fuente: INCAP (2012).

El color de la pulpa se debe a la presencia de carotenoides, entre los cuales se encuentran
la violaxantina y la caricaxantina. Es rica también en vitamina A (retinol), vitamina C
(&cido ascorbico), algunas del complejo B (B1, B2 y B3) y diversos minerales,
principalmente calcio (Nar, 2003). Por otro lado, el latex que se desprende del fruto,
sobre todo cuando estd inmaduro contiene compuestos como la papaina y la
quimiopapaina, que son enzimas similares a la pepsina humana y que hidrolizan las
proteinas acelerando el proceso digestivo, ademas disminuyen el dolor e inflamacién del
estomago debido a sus propiedades analgésicas (Alonso et al., 2006; Valera y Cruz-
Trujillo, 2013).

Actualmente existe una gran demanda a nivel mundial debido a su bajo valor cal6rico
(cerca de 53 calorias por cada 100 gramos de fruta), ademas de ser un laxante natural y
poseer propiedades para agilizar cicatrizaciones externas e internas (por ejemplo, las
Ulceras gastricas) y eliminar parésitos intestinales (Valera y Cruz-Trujillo, 2013).
También, se puede utilizar en la prevencion de complicaciones de la diabetes mellitus
(Savickiene et al., 2002). Las semillas negras son comestibles y tienen un sabor fuerte,

9
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picante. A veces se muelen y se utiliza como un sustituto de la pimienta negra. En algunas
partes de Asia las hojas jévenes de papaya se cuecen al vapor y se comen como la espinaca
(Krishna et al., 2008).

Plagas y enfermedades

La importancia de las plagas y enfermedades en cultivos hortifruticolas radica
principalmente en la disminucion del rendimiento, la calidad de los frutos y por ende en
las pérdidas econdmicas que se tienen si no se les controla a tiempo.

En el cultivo de papaya muchos insectos pueden infestar los tallos, las hojas, los frutos y
las raices, pero pocos causan un verdadero dafio econémico como los que transmiten
enfermedades virales y bacterias que causan el deterioro rapido de las plantaciones
(Farifias y Mejia, 1990).

En el Cuadro 5 se describen las principales plagas que afectan tanto el fruto como el arbol

de papaya.

Cuadro 5. Plagas de mayor importancia que afectan el cultivo de papaya en México.

Los adultos alados son los Se pueden utilizar los
principales vectores del virus siguientes agroquimicos:
de la mancha anular. imidacloprid, dimetoato,

metamidofos, y otros en la
dosis indicadas por los
fabricantes.

Estos homdpteros son Su control es mas efectivo
causantes de la diseminacién  con insecticidas sistémicos
de enfermedades como el como el dimetoato,
“Bunchy top”. metamidofos, etc. Una

medida eficaz para disminuir
la incidencia de esta plaga es
la limpieza de plantas
hospederas dentro y en los
alrededores de la plantacion.
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Cuadro 5. Plagas de mayor importancia que afectan el cultivo de papaya en México

(Continuacion).
Caracteristicas/dafio
provocado
Deposita los huevos en la
cavidad de la fruta. Después
de la eclosion, las larvas o
gusanos empiezan a
alimentarse de las semillas.
Las larvas perforan la masa
madura y producen
indirectamente la
descomposicion interna del
fruto a causa de hongos que
penetran por las
perforaciones producidas
por este insecto.

Estos insectos son muy
voraces. El dafio consiste en
la defoliacion de las plantas
gue en muchas ocasiones se
recuperan, siempre ocasiona

un atraso innecesario.

h

Succionan la savia en el
follaje y en el fruto, lo que
provoca clorosis y
enrollamiento de los bordes
foliares. En los frutos es
capaz de ocasionar el
escurrimiento de latex, que
le provoca un aspecto
desagradable.

Método de control

Técnica del insecto estéril
(cria masiva y liberacion de
moscas de la fruta de la
misma especie, previamente
esterilizadas mediante
irradiacion). Control
bioldgico a través de la cria y
liberacion de avispas
(enemigos naturales de la

plaga).

Fumigacion de suelos con
bromuro de metilo. El area

afectada se cubre con una
lona y el fumigante se libera
bajo ella en varios puntos.

Se aplica clordana mezclado
con el fertilizante en la
proporcion de 1.25% de

producto activo, también el

metasystox en solucion al
0.1% afadiendo al agua de
riego.

Fuentes: Oirsa (2002); Duarte (2011); Hernandez-Livera (2013).

Las plagas causan dafos directos al disminuir el vigor y rendimiento de la planta, y/o
reduciendo la calidad de la fruta. Ademas, algunas plagas son transmisoras de
enfermedades de tipo viral, o facilitan el ataque de microorganismos causantes de

enfermedades (Cuadro 6) (Fundacion de Desarrollo Agropecuario 1998).



La enfermedad toma su
nombre de los sintomas
observados en los anillos
de color verde oscuro,
levemente hundidos.

Los frutos jovenes
infectados muestran
lesiones acuosas con una
sustancia lechosa en su
superficie Se puede
observar el micelio blanco
y las masas de esporas del
hongo creciendo encima
de los frutos infectados.

Una vez dentro del fruto el
hongo penetra la semilla,
la cual se seca y oscurece.
El tejido infectado es
acuoso al principio, pero
en las etapas finales de la
infeccion toma un color
negro y apariencia firme.

En los frutos las manchas
se inician como puntos
negros diminutos, que

pueden distinguirse
cuando este empieza a
amarillear y no conducen
a la pudricion de los
frutos.

Marco tedrico

Cuadro 6. Principales enfermedades que afectan al fruto de la papaya en México.

Alejar los focos de
infeccion a un minimo de
600m; eliminar malezas y
plantas enfermas; uso de

barreras de cultivo;

aplicacion de aceites
minerales; y control de
vectores con insecticidas
sistematicos.

Utilizar en el cultivo de
las plantaciones areas con
buen drenaje superficial e

interno. Sembrar en
canteros elevados solo en
el caso de que se trate de
suelos pesados. Destruir y
eliminar frutos enfermos.

Una adecuada ventilacion
del cultivo mediante un
amplio espaciamiento
entre surcos y plantas, y la
poda de hojas, que
favorezca la aireacion,
reducen la severidad de la
enfermedad

Aplicar funguicidas como
carbomatos y cobres
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Cuadro 6. Principales enfermedades que afectan al fruto de la papaya en México

(Continuacion).
Caracteristicas
Estas son de forma
circular a oval deprimidas,
que se tornan negras y no
causan una pudricion
extensa de la carne del
fruto. Sin embargo,
pueden cubrir la superficie
completa del fruto.

Se presentan manchas
negras hundidas, redondas
y acuosas en los frutos
maduros, sobre las cuales
pueden observarse masas
de esporas de color rosado
naranja en un patron de
anillos.

Comienza en el extremo
del pedicelo o en alguna
herida en la cascara, y
puede desarrollarse
rapidamente en frutos
maduros; el tejido
invadido se vuelve blando
y se oscurece levemente.

Lesiones que aparece en el
area del pedicelo, la cual
se vuelve de color café
0SCUro a negro.

Método de control
Poda de hojas para
favorecer la aireacion;
adecuado control de
malezas; recoleccion y
destruccion de los frutos o
partes de la planta
afectados; utilizar
semillas tratadas o libres
de la enfermedad, y
control quimico
(clorotalonil)
Inmersién del fruto en
agua caliente (48 a 52 °C
por 20 min).
Chorros de aire caliente
(48-52 °C por 10 min)
Aplicacion de fungicidas
como propiconazol y cera
para exportacion,
benomyl, carbendazim y
tiabendazol.

Aplicar fungicidas
protectores a la
plantacion.

Evitar heridas al fruto.
Tratar el fruto cosechado
con una solucion
fungicida.

Aplicar fungicidas
protectores a la
plantacion.

Fuentes: Almoddvar (2000); Oirsa (2002); EcoPort.com (2010); Hunziker (2012);

Mund et al. (2012).


http://ucanr.edu/repository/fileaccess.cfm?article=83507&p= TFEGSF
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Manejo postcosecha
La primera estrategia para la obtener papayas con calidad, es la implementacion de
sistemas que permitan un manejo sanitario de los productos frescos desde la produccion
agricola (Kader, 2012). Para ello se deben efectuar los lineamientos denominados como
Buenas Précticas Agricolas (BPA) en las areas donde se pueda ejercer un control. El
principio de estas practicas lo constituye el conocimiento de que todo lo que se pone en
contacto con las frutas pueden ocasionar su contaminacion y que la mayoria de los
microorganismos patdgenos y residuos de pesticidas, provienen del hombre, de los
animales y del uso indiscriminado de productos quimicos (Siller-Cepeda et al., 2002).
El cuidado que reciba la fruta desde que es cortada de la planta hasta que se le entrega al
consumidor, influira en su vida de anaquel y en su calidad fisica y visual. Por eso se deben
tomar todas las medidas necesarias para evitar los golpes durante el transporte interno en
el campo, el lavado y el tratamiento, transporte a centros de distribucion, entre otros.
Cuando el fruto es cortado, se debe envolver en papel periédico o espuma de poliuretano
para evitar dafios mecanicos en la piel, ya que estos aceleran la maduracion y son un punto
de entrada de hongos que dafiaran al fruto (Garcia, 2010).
La papaya debe almacenarse refrigerada para alargar su vida de comercializacion,
transporte y consumo, ya que las frutas almacenadas al medio ambiente maduran y se
deterioran rapidamente. Antes de ingresar al almacén refrigerado la fruta debe enfriarse
para eliminar el calor que trae del campo; ademas es susceptible al dafio por enfriamiento
por lo cual no debe almacenarse a menos de 7°C por periodos breves. La fruta puede
conservarse de 1 a 3 semanas a 7-13°C y 85-90% de humedad relativa dependiendo del
grado de maduracion. La temperatura para maduracién organoléptica es de 21-27°C
(SEDER, 2010).
A pesar de que la variedad Maradol poseer cualidades de embarque y almacenamiento
dadas por su gran consistencia, no esta exenta de las afectaciones por enfermedades
postcosecha, que pueden ser controladas con programas integrales en campo y una
adecuada organizacion de las labores postcosecha. La calidad de la fruta se decide en el
campo por lo que ningun sistema de calidad puede eliminar los problemas originados por
un mal manejo en el control de enfermedades en postcosecha, que se traduce en pérdidas
elevadas de la produccion obtenida (Anaya, 2012). Las enfermedades de postcosecha de
los productos vegetales u 6rganos de las plantas, son aquellas que se desarrollan durante

la cosecha y posteriormente durante la seleccion, empaque y transporte de los productos
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al mercado, pero que infelizmente se muestran hasta el consumidor, por lo que se esta

estudiando algunos tratamientos postcosecha para poder controlarlas.

Tratamientos postcosecha
En la actualidad se han ensayado un gran numero de sustancias quimicas para destruir los
patdgenos de frutas y hortalizas. Una de las propiedades méas deseables de un determinado
agente quimico higienizante es la capacidad de lograr reducir 5 unidades logaritmicas de
la carga del patdgeno en cuestion (Jay et al., 2005).
El lavado de los productos con agua clorada previene su descomposicion causada por
bacterias, hongos y levaduras. El hipoclorito de calcio (en polvo) y el hipoclorito de sodio
(liquido) son baratos y faciles de conseguir. La eficacia del tratamiento disminuye si se
permite que la materia organica se incremente en el agua de lavado. La eficacia del cloro
aumenta si el pH se reduce de 11 a 8, pero a un pH maés bajo el cloro se vuelve inestable
(Kader, 2006). Las frutas y hortalizas pueden lavarse con una solucidon de hipoclorito (25
ppm de cloro activo por dos minutos) para controlarles pudriciones bacterianas y después
enjuagarse. Alternativamente pueden ser sumergidas en una solucion de hipoclorito (50
a 70 ppm de cloro activo) para el control de bacterias, hongos y mohos y después
enjuagarse con agua corriente (Ogawa y Manji, 1984).
Otro agente utilizado, es el Ozono (03), el cual es un agente oxidante 1.5 veces mas
potente que el cloro; eficaz en solucion y en forma de gas. Una concentracion tipica es la
de 0.1-0.5ppm que es eficaz contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Se ha
demostrado que es un agente eficaz para la reduccion de carga de patdgenos en diversos
tipos de alimentos (Jay et al., 2005).
El uso de altas temperaturas para la prevencion de contaminacion en frutos y hortalizas
se basa en el efecto letal de este agente sobre los patdgenos (Jay et al., 2005). A
continuacidén, se mencionan las modalidades mas utilizadas en productos poscosecha
frescos (Kader, 2006):

e Tratamiento de agua caliente: 30 min a 42°C (107.6°F) seguido dentro de los 3
minutos siguientes por una inmersion de 20 min a 49°C (120.2°F).

e Tratamiento de vapor: La temperatura de la fruta es incrementada por vapor de
agua saturado a 44.4°C (112°F) hasta que el centro de la fruta llegue a esa
temperatura, y luego es mantenida por 8.5 horas.

e Tratamiento de aire caliente forzado: 2 ha43°C (109.4°F) + 2h a45°C (113°F)
+2ha46.5°C (115.7°F) + 2 h a 49°C (120.2°F).
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Otro método, es la irradiacién que puede definirse como la emision y propagacion de
energia en el espacio o a través de un medio material, siendo la radiacion electromagnética
la que presenta mayor interés en la conservacion de los alimentos. Las irradiaciones de
onda corta son las letales para los microorganismos; asi podemos dividir el espectro
electromagnético, en relacion a las radiaciones que interesan en la conservacion de los
alimentos, en: microondas, rayos ultra violeta, rayos X y rayos gamma. La Luz
Ultravioleta (UV) tiene su mayor poder bactericida a una longitud de onda de 2600A. No
es ionizante y es absorbida por las proteinas y acidos nucleicos, en los que se produce
cambios fitoquimicos que pueden conducir a la muerte de la célula debido a la produccion
de mutaciones letales resultante de la accion sobre los acidos nucleicos (Jay et al., 2005).
La radiacién ionizante se basa en el hecho de que inhibe la sintesis de DNA con lo que
impide la division celular. Su uso esta limitada a la irradiacion electromagnética altamente
energética (rayos gamma de 60Co o rayos X) con energias de hasta 5 MeV o aceleradores
de electrones de particulas con energias hasta de 10 MeV. Se han elegido estos tipos de
radiacion porque producen los efectos deseados en lo que respecta al alimento, no inducen
radioactividad en los alimentos o materiales de envasado y estan disponibles a costes que
permiten el uso comercial del proceso (Doyle, 1997).

Otro método relativamente joven para la conservacion de alimentos frescos es el uso de
envases activos que pretenden la interaccion del envase con el alimento para mejorar su
calidad y proporcionar diversas funciones al envase (Lopez et al., 2010). Es definido
como un sistema coordinado de preparacion de productos para el transporte, la
distribucidn, el almacenaje, la venta al detalle y el uso oficial y como un medio de
asegurar el suministro seguro hasta el Gltimo consumidor en condiciones adecuadas a un
costo global minimo (Paine y Paine, 1994). Esta disefiado para interaccionar de una forma
activa con su contenido, y esta interaccion implica una transferencia de masa pudiendo
incorporar sustancias al contenido del envase o absorbiendo componentes desde el
contenido con el objeto de mejorar su calidad y aceptabilidad. Los materiales activos
modifican determinadas condiciones o procesos del alimento que juegan un papel
determinante en la vida comercial del producto. Dentro de los envases activos se
encuentran aquellos que incluyen sistemas que absorben/eliminan o regulan compuestos
como oxigeno, etileno, humedad o compuestos que pueden causar malos olores o sabores
en los alimentos. Otros sistemas liberan agentes antimicrobianos, antioxidantes,

saborizantes, aromatizantes o colorantes (Lépez et al., 2010).
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El componente activo del envase puede ser parte del material de envasado o algun
material ajeno incluido en él; el método méas desarrollado hasta el momento es la
utilizacion de sobres o bolsitas que contienen el producto activo y que se introducen en
los envases. En otros casos, los compuestos activos se incorporan a las peliculas del

envase, tanto sintéticas como comestibles (Lopez et al., 2010).
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Capitulo 1

CAPITULDO I. Caracterizacion molecular, morfologica y patogénica
de Colletotrichum spp. asociado al complejo de antracnosis de papaya cv. Maradol en
MEéxico.
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1.1. RESUMEN
Teniendo en cuenta los recientes avances taxonomicos en la sistematica de Colletotrichum,
el objetivo de este trabajo fue caracterizar molecular, morfologica y patogénicamente
diferentes especies de Colletotrichum spp. en frutos de papaya cv. Maradol de México. Las
muestras de material con sintomas se colectaron de 23 Municipios de 10 estados productores.
El aislamiento de Colletotrichum se realiz6 con el método monospérico y de cdmara humeda,
posteriormente se hizo una extraccion de ADN genomico, amplificacion de Reaccién en
Cadena de Polimesara con regién del Espacio de Transcripcion Interna y genes que
codificaron para Actina, secuenciacién en Macrogen y un analisis filogenético mediante un
alineamiento multilocus con dos genes combinados (ITS y ACT) usando el programa
SeaView. La caracterizacion morfoldgica (coloracion de las cepas, aspecto, crecimiento del
micelio, forma y tamafio de conidios, tasa de esporulacion) y prueba de patogenicidad
(crecimiento miceliar de cepa en el fruto de papaya) se llevé acabo con seis aislamientos que
resultaron diferentes en su identificacion con ACT (C. cliviae: V22, C. truncatum: Co19, C.
brevisporum: T15, C. karstii: M15, C. aenigma: V39, C. gloeosporioides: G15). Se
determind que la principal especie asociada a la antracnosis en papaya fue C. brevisporum
con una frecuencia del 60% en los aislados evaluados. Los aislamientos evaluados mostraron
variaciones morfologicas y patogénicas, por lo que los resultados de este estudio son

relevantes debido a que constituyen nuevos reportes fitosanitarios, ademas de que el
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complemento de métodos moleculares y morfofisiolégicos son complementarios para una
eficiente caracterizacion.
Palabras clave: C. gloeosporioides, C. aenigma, C. brevisporum, C. karstii, C. truncatum,

C. cliviae, ITS, ACT, microscopia electronica de barrido, arbol filogenetico.

1. ABSTRACT

Taking into account the latest taxonomic progress in the Colletotrichum systematics, the
objective of this work was to characterise molecularly, morphologically and pathogenically
various Colletotrichum spp. in Maradol cv. papaya fruits of Mexico. Diseased material
samples werecollected from 23 municipalities of 10 producing states. Colletotrichum
isolation was carried out with the monosporic and humidity chamber method; then, genomic
DNA extraction, polymerase chain reaction amplification with Internal Transcribed Spacer
region and genes that coded for actin, sequencing in Macrogen and a phylogenetic analysis
through a multilocus alignment with two combined genes (ITS and ACT) were performed
using the SeaView programme. The morphologic characterisation (strain colouring,
appearance, mycelium growth, conidium shape and size, sporulation rate) and pathogenicity
test (mycelium growth of strain in papaya fruit) were carried out with six isolations, which
turned out to be different in their identification with ACT (C. cliviae: V22, C. truncatum:
Co19, C. brevisporum: T15, C. karstii: M15, C. aenigma: V39, C. gloeosporioides: G15). It
was determined that the main species associated with anthrachose on papaya was C.
brevisporum with a 60% frequency in the isolates assessed. Such assessed isolations
exhibited morphologic and pathogenic variations; the results of this study are relevant
because they constitute new phytosanitary reports.

Keywords: C. gloeosporioides, C. aenigma, C. brevisporum, C. karstii, C. truncatum, C.

cliviae, ITS, ACT, scanning electron microscopy, phylogenetic tree.

2. INTRODUCCION
A nivel mundial la papaya se produce en mas de 60 paises, y segun la FAO en el afio 2013
se registrd una produccion de 764,514 t a nivel mundial, siendo los principales paises
productores India, Brasil, Indonesia, Nigeria, México, Etiopia, Colombia, Tailandia y

Guatemala. México es el pais latinoamericano con mayores exportaciones de papaya. En el
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2013 export6 a los Estados Unidos la cantidad de 6,765 contenedores equivalentes a 121,770
t de fruta (USDA, 2016; FAOSTAT, 2016). En la tltima década las plantaciones de papaya
variedad ‘Maradol’ en M¢éxico tuvieron un incremento del 5.63% anual debido a la alta
demanda de ésta fruta por sus propiedades nutritivas, medicinales y su sabor. Los principales
estados productores: Oaxaca, Veracruz, Chiapas y Michoacéan (SIAP-SAGARPA, 2015); sin
embargo, su exportacion a otros paises se ve afectada debido a la presencia de diversos
factores bidticos y abidticos. Entre los factores bidticos, se encuentran los problemas
fitosanitarios como las enfermedades que tienen un alto costo en la produccion, tal como la
antracnosis, la cual ha causado del 25-50% de pérdidas en la fruta tanto en campo como en
poscosecha (Maeda y Nelson, 2014).

La antracnosis, es causada principalmente por Colletotrichum gloeosporioides (Maeda y
Nelson, 2014; Sidiqui y Ali, 2014); sin embargo, es posible encontrar otras especies
de Colletotrichum spp. que causan esta enfermedad en diversos cultivos (Liu et al., 2013a;
Mahmodi et al., 2013; Peng et al., 2013; Diao et al., 2014; Grabke et al., 2014; Hu et al.,
2015; Braganca et al., 2016; Han et al., 2016; Saini et al., 2016; Tapia-Tussell et al., 2016).

Hongos del género de Colletotrichum son de gran importancia econémica, ya que son agentes
patogénicos de algunas plantas de mayor importancia econémica y de distribucion en el
mundo, al afectar partes vegetativas y al causar deterioro postcosecha de frutos de clima
templado, subtropical y tropical (Cannon et al., 2012).

La identificacion de especies se ha basado tradicionalmente con base a caracteres
morfolégicos, tales como: tamafio y forma de conidios, forma del apresorio, presencia de
setas, estado telemorfo, y caracteristicas del cultivo como color de la colonia, tasa de
crecimiento y textura (Noireung et al., 2012; Sharma y Shenoy et al., 2013; Jiang et al., 2014;
Velho et al., 2015, Rabha et al., 2016). Sin embargo, estos criterios por si solos no son
suficientes ni adecuados, debido a las caracteristicas morfologicas y culturales que pueden
variar bajo diferentes condiciones ambientales (Weir et al., 2012).

En la actualidad el género Colletotrichum, se constituye en un desafio para los taxénomos
dado que al dia de hoy el concepto de especie dentro del mismo no ha sido bien definido o
universalmente aceptado. Durante muchos afios, se ha supuesto que las especies de
Colletotrichum son especificas para las plantas que infectan y en la actualidad la sistematica
de las especies de Colletotrichum ha cambiado recientemente con la publicacion de analisis
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filogenético que revela que el género esta compuesto por clados (Cannon et al., 2012), los
cuales representan un complejo de especies (Damm et al., 2012a y 2012b, Weir et al., 2012,
Damm et al., 2014).

Los complejos de especies, se puede evaluar indirectamente por medio de caracteres
morfolGgicos e isoenzimaticos, o directamente con marcadores moleculares tipo RAMs,
RFLPs, RAPDs, entre otros (Rabha et al., 2016). Los marcadores moleculares permiten el
analisis de cada fraccion del genoma, ya sea de copia Unica o altamente repetitivo, segmentos
codificantes o no codificantes, segmentos conservados o hipervariables, del genoma nuclear
u organelar; ademéas permiten identificar especies que son morfolégicamente similares y
confirmar las identificaciones realizadas con base a caracteristicas morfologias (Weir et al.,
2012; Damm et al., 2012a, 2012b). La regién de Espacio Transcipto Interno (ITS) se ha
utilizado con frecuencia para la identificacion de Colletotrichum spp., solo que el uso de este
gen ha dado lugar a resultados insatisfactorios (Cannon et al., 2012; Kamle et al., 2013). Por
lo tanto, ITS ha sido utilizado junto con otros marcadores como, los genes que codifican para
Actina (ACT), Deshidrogenasa Gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH), B-Tubulina (Tub2),
entre otros para aclarar la relacion entre los complejos de especies de Colletotrichum (Peng
etal., 2013; Alvarez et al., 2014, Velho et al., 2015; Rabha et al., 2016).

De ahi que la aplicacion combinada de las herramientas de diagnostico moleculares con la
tradicional caracterizacion morfoldgica, sean un recurso apropiado y confiable para la
identificacion especifica de las especies de este patdgeno (Phoumivong et al., 2012; Velho et
al., 2015), y de esta manera facilitar la implementacion de medidas mucho mas efectivas en
el manejo de las enfermedades y en programas de mejoramiento genético (Sun et al., 2015).
Con los recientes avances taxonomicos en la sistematica de Colletotrichum, el objetivo de
esta invertigacion fue caracterizar morfoldgica, molecular y patogénicamente las especies de
Colletotrichum spp. asociadas a la antracnosis en papaya ‘Maradol’ de diferentes estados

productores de la Republica Mexicana.
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3. MATERIAL Y METODOS

1.1.1. Obtencion de la coleccion
El material vegetal infectado con antracnosis, fue obtenido de frutos de papaya Cv ‘Maradol’
con sintomas tipicos de la enfermedad, colectados en lotes productores de este cultivo en 23
municipios de 10 estados de la Republica Mexicana (Cuadro 1.1).

1.1.2. Aislamiento de especies de Colletotrichum en frutos de papaya
El aislamiento de hongos se realiz6 con dos métodos: 1) método de aislamiento monosporico
con la técnica de diluciones sucesivas, procedimiento descrito por Than et al. (2008a) con
modificaciones, cuando los frutos presentaban los sintomas con abundante masa de esporas.
El método consistio en colocar la masa de esporas que quedd en una aza de siembra en 2 mL
de agua destilada estéril, sucesivamente se hicieron dos diluciones mas, donde los conidios
fueron contables (10-20 conidios/mL) con la ayuda de un microscopio empleando objetivos
de 4x y 10x posteriormente se depositaron en una caja Petri con medio agar papa dextrosa
(PDA), las cajas se incubaron a 28 °C por 24-48 h, el conidio germinado y monoconidial se
transfirieron a nuevas placas de PDA y se hicieron crecer durante 10 d a 28 °C; 2) método de
camara huimeda se utiliz6, cuando las papayas presentaban sintomas pero escasa masa de
conidios, se cortaron pequefios trozos de tejido y se desinfestaron con hipoclorito de sodio al
1% durante 1 min, se enjuagaron en agua destilada estéril, y se seco en papel de seda
esterilizada y finalmente las muestras se incubaron en medio de cultivo PDA a 28 °C por 7 d

y ya que estas esporularon se realizo la técnica de monospérico antes mencionada.

1.1.3. Caracterizacién molecular
Extraccion de ADN: La extraccion de ADN gendmico se realiz6 con el protocolo descrito
por Gupta et al. (2013) con ligeras modificaciones. La técnica consistio en el raspado de
cultivos de 10d de edad desarrollados en PDA con un bisturi esterilizado, el raspado se
transfirid en un tubo eppendorf, se le adicion6 500 pL de buffer de extraccion, 1 pL de B-
mercaptoetanol, 35 puL de SDS y 50 pL de CTAB, se agito por un minuto y se llevé a bafio
maria por 15 min a 65 °C, después se le adiciond 130 pL de acetato de potasio y se incubd
en hielo por 5 min, se adicionaron 700 pL de cloroformo con alcohol isoamilico (24:1) y se
centrifug6 a 15000 rpm por 10 min, el sobrenadante se recuperd y se le adicionaron 640 pL
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de isopropanol y 60 pL de acetato de sodio, se incubo a -20 °C por 20 min y se centrifugé a
15000 rpm por 5 min, el sobrenadante se descartd y la pastilla obtenida se enjuagé con etanol
al 70 % , se seco y finalmente se diluyo en agua esteril-deshionizada.

Amplificacion: El material extraido se utiliz6 como molde para la amplificacion PCR de
cuatro regiones gendmicas: ADN ribosomal region ITS utilizando los oligos ITS1: CTT GGT
CAT TTA GAG GAA GTA A (Gardes y Bruns, 1993), ITS4: TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC (White et al., 1990); el gen que codifica para ACT con los oligos ACT-512F: ATG
TGC AAG GCC GGT TTC GC, ACT783R: TAC GAG TCC TTC TGG CCC AT (Carbone
y Kohn, 1999). Reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (MJ Research PTC -
200) en un volumen final de 25 pL, que contenia 2 UL de ADN plantilla, 2.5 pL de tampon
de PCR 10X (Tris/HCI 10 mM, pH 8, 50 mM de KClI, 1.5-2.0 mM MgCly), 0.5 pL de mezcla
de dNTP (BioTecMol®), 10 pmoles de cada uno de los cebadores de amplificacion opuestos,
0.2 uL de ADN polimerasa (BioTecMol®) y el resto de agua. Las condiciones de reaccion
fueron: desnaturalizacion inicial a 94 ° C durante 3 min, seguido de 30 ciclos, consistiendo
cada ciclo en una etapa de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, una etapa de recocido a
53.5 °C durante 30 s, una etapa de extension a 72 °C durante 60 s y una extension final a 72
°C durante 8 min. La temperatura etapa de recocido para amplificar ACT fue de 59.5 °C
durante 30 s. Los amplicones fueron analizados por electroforesis en 0.8 % (w/v) en gel de
agarosa en 1X TAE tampon, después el gel se visualizd se fotografié usando Molecular
Imager Gel Doc XR vy el sistema con el Laboratorio de Imagen Software (Bio-Rad) (Weir et
al., 2012).

Secuenciacién: Los productos obtenidos de la amplificacion se purificaron y se secuenciaron
en 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems) En Macrogen (Sedl, Corea). Las
secuencias fueron editadas con ClustalW (Thompson et al., 2002) el programa BioEdit (Hall,
1999) y comparadas para identificacion por similitud contra bases de datos internacionales
en el GenBank base de datos de nucle6tidos organizado por el Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) con la herramienta BLAST (Boratyn et al., 2013). Todas
las secuencias generadas en este estudio fueron depositadas en GenBank (Cuadro 1).
Analisis filogenético: Este analisis se realizd mediante un alineamiento multilocus con dos
genes combinados (ITS y ACT) usando el programa SeaView (version 4.4.0) (Gouy et al.,
2010). Con el alineamiento resultante se realizo un arbol filogenético mediante PhyML
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(Guindon et al., 2010) mediante el modelo de sustitucion de nucle6tidos TN93 (Tamura y
Nei, 1993) el arbol fue dibujado a escala siendo la longitud de las ramas las sustituciones por
sitio. La probabilidad fue maximizada al optimizar la topologia del arbol y la longitud de las
ramas mediante Nearest Neighbor Interchange (NNI) (Desper y Gascuel, 2002) y
Bioneighbor joining (BioNJ) (Gascuel, 1997). El soporte interno de las ramas se evaluo
mediante 1000 repeticiones de bootstrap. Como grupo externo se usd Colletotrichum

lindemuthianum. Sélo se muestran valores de bootstrap mayores a 50.

1.1.4. Caracterizacion morfologica
De los cultivos monospdricos conservados, se seleccionaron y reactivaron los aislamientos
que resultaron diferentes en su identificacion con ACT (C. cliviae: V22, C. truncatum: Co19,
C. brevisporum: T15, C. karstii: M15, C. aenigma: V39, C. gloeosporioides: G15), seis cajas
Petri en medio de PDA de cada aislamiento. Los aislamientos se revisaron diariamente para
registrar: coloracién de las cepas, aspecto y crecimiento del micelio durante ocho dias.
Para el analisis de microscopia electronica de barrido, se extrajo un biodisco de 5mm de cada
caja que fue inmerso en buffer fosfatos 0.1 M pH 7.2 con glutaraldehido, después se continud
con una deshidratacion gradual con etanol del 10 % hasta el 100 % cada 24 h en cada solucion
hasta un secado a punto critico. La muestra deshidratada se colocd en un portaobjetos
metalico y se pegd con un disco adhesivo de carbon conductivo, se tifieron con una capa fina
de Oro en un lonizador y se observaron en microscopio electronico de barrido (Sorrivas de
Lozano et al., 2014).
Con el resto de micelio cada caja se observo la morfologia de los conidios de cada especie,
para ello se realiz6 un raspado de cada caja con un bisturi previamente esterilizado y 5 mL
de Tween al 0.5 % estéril, que posteriormente fueron filtrados y aforados a 5 mL, para
después cuantificar las esporas/mL en una cadmara de Neubauer y también se midi6 la
longitud y anchura de 50 conidios de cada especie.
Se empled un disefio completamente aleatorizado, donde la unidad experimental estuvo
conformada por una caja Petri con seis repeticiones, registrandose el conteo y tamafio de cada
especie, se realizo el analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion entre medias por el
método de Tukey con una significancia del 5% con el programa SAS version 20.1.
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1.1.5. Prueba de patogenicidad

Mismos aislamientos utilizados para la caracterizacion morfologica fueron ocupados para la
prueba de patogenicidad, los cuales se dejaron crecer por ocho dias. La prueba se llevo acabo
en condiciones controladas de humedad relativa (85 £ 5 %), temperatura (23°C = 2),
luminosidad (fotoperiodo cada 12 h) en una cdmara himeda que constaba de una bolsa
plastica, hermética y transparente, de 20 x 25 cm, que contenia una charola con papel filtro
estéril humedecido con agua destilada estéril sobre el cual se coloco el fruto de papaya
(Martinez y Zambrano, 1994; Smith et al., 1997). El fruto de papaya fue lavado de agua y
jabén, desinfestado en inmersion con hipoclorito de sodio al 2% por 1min, un enjuagado con
agua destilada estéril y un secado con sanitas esteriles; luego se sometié a incubacion en
camara humeda por tres dias con el proposito de detectar infecciones latentes y una vez
confirmada la ausencia de contaminantes se realiz6 la inoculacién con cinco biodiscos de
4mm de cada aislamiento previamente crecido de ocho dias, que se colocaron de manera
equidistante y se realizaron observaciones periodicas para detectar el desarrollo de sintomas
y signos de la infeccion durante 10 dias. Los sintomas se evaluaron cada dos dias midiendo
el didmetro de las lesiones (mm) de cada fruto, en dos direcciones perpendiculares utilizando
un calibrador digital (Trupet, Stainless steel) (Velho et al., 2015).

Se emple6 un disefio completamente aleatorizado, donde la unidad experimental estuvo
conformada por un fruto de papaya con seis repeticiones, se registro el crecimiento miceliar
en cada una de las papayas y se realizé el analisis de varianza y las pruebas de comparacion
entre medias por Tukey a nivel del 5% con el programa SAS version 20.1.

4. RESULTADOS

1.1.6. Caracterizacion molecular

De los 35 aislados estudiados con secuenciacion de ITS y de ACT obtenidas y su posterior
comparacion con secuencias previamente reportadas e identificadas, se obtuvo que el 60%
pertenecid a la especie C. brevisporum misma especie que se encuentra dentro del complejo
de Glomerella cingulata, 20% a C. cliviae del complejo de C. gloeosporioides (Weir et al.,
2012), 8.6% a C. truncatum del complejo de C. truncatum (Cannon et al., 2012), 5.7% C.
gloeosporioides y 2.8% C. aenigma que pertenecen al complejo C. gloeosporioides (Weir et
al., 2012) y 2.7% a C. karstii del complejo C. boninense (Damm et al., 2012) (Cuadro 1).
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Cuadro 1.1. Origen geogréafico, nomenclatura y nimero de accesion en el GenBank de
aislados de frutos de papaya Cv ‘Maradol’ en México.

ITS ACT
Campeche Cals C. brevi_sporum KX828189 KX914908
Campeche Calio C. cl!v!ae KX828201 KX950010
P Halcechakan Ca2; C. cl!v!ae KX828200 KX950011
Ca2s C. cliviae KX897999 KX902194
Acapetahua Chlio C. brevisporum KX828185 KX950012
Chiapas Mazatan Ch27 C. brevisporum KX897995 KX950013
Tapachula Ch3u3 C. cliviae KX828202 KX950016
Cols C. truncatum KX828204 KX897169
Colima (centro) Cols C. brevisporum KX828186 KX902191
Colima Coly C. truncatum KX828205 KX950017
Tecomén Co2: C. brevisporum KX828187 KX902192
Co24 C. brevisporum KX828188 KX950014

C.

Guerrero La unioén de Isidoro Gls gloeosporioides KX828182 KX960139
Gls C. brevisporum KX828190 KX950015
Jalisco Tomatlan Ja2s C. brevisporum KX828192 KX981472
Ja21o C. brevisporum KX828195 KX960134
Michoacn La Huacana M1s C. kgrstii KX898000 KX960140
Coahuayana M2s C. brevisporum KX897996 KX902193
Villa de Tututepec de Melchor O1s C. brevisporum KX897998 KX960135
Ocampo 017 C. brevisporum KX433419 KX902195
Santiago Marfa Huazolotitl4n 02, C. brevisporum KX433420 KX960136
027 C. truncatum KX828203 KX981467
Oaxaca - . . 03 C. brevisporum KX433421 KX960137
Santiago Pinotepa Nacional 031 C.brevisporum  KX898001  KX960138
Santiago Jamiltepec O4u C. brevisporum KX897997 KX981473
Santa Maria Jalapa de 057 C. cliviae KX828199 KX981469
Marqués 0512 C. cliviae KX828198 KX981470
Tabasco Balancan Tls C. brevisporum KX828191 KX981474
Yucatan Tizimin Yu3s C. brevisporum KX828193 KX981475
Yu3s C. brevisporum KX828194 KX981476
Cotaxtla V1 C. brevisporum KX828196 KX981477
Tierra Blanca V2, C. cliviae KX828197 KX981471
Veracruz Tlalixcoyan V31 gloe osp%rioi des KX828183 KX981468
Actopan V39 C. aenigma KX828184 KX981466
Soledad de Doblado V4, C. brevisporum KX914907 KX981478

Con el analisis filogenético molecular se obtuvieron dos grandes clados (Figura 1.1). En el
primero se encuentran las especies de C. truncatum del complejo C. truncatum y en el
segundo clado varias especies estrechamente relacionadas con el complejo de C.
gloesporioides y Glomerella cingulata, por lo que el género Colletotrichum afecta a la
papaya en la Republica Mexicana y tuvo una gran diversidad de especies al encontrarse seis
(C. aenigma, C. brevisporum, C. cliviae, C. gloeosporioides, C. karstii y C. truncatum).
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Figura 1.1. Arbol filogenético con maxima verosimilitud que muestra la relacion entre los
aislamientos de Colletotrichum de frutos de papaya Cv ‘Maradol’ generada por sus ITS-
ACT y el método de maxima parsimonia se muestran en los nodos, respectivamente.

1.1.7. Caracterizacion morfoldgica
El aspecto de los seis aislados seleccionados como diferentes especies, mostrd que el color
observado en las colonias era caracteristico del género Colletotrichum (Cuadro 1.2). Sin

embargo, hubo variacion en las tonalidades de los colores predominantes, un 67% de los
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aislamientos presentaron coloracion naranja con tintes grises, un 16.5% amarillo-naranja y
otro 16.5% un negro-blanco; todas las coloraciones mostraron cambios con el transcurso del
tiempo.

Con respecto al crecimiento miceliar de las colonias estudiadas, se observaron diferencias
significativas en el crecimiento bajo las mismas condiciones. Los aislados de la especie de
C. karstii tuvieron el menor crecimiento (2.2 mm/dia), seguidos de C. cliviae y C.
brevisporum (3 mm/d), y los de mayor crecimiento fueron los de C. aenigma, C.
gloeosporioides y C. truncatum con 3.35 mm/d en promedio, no se presento diferencia
significativa en el crecimiento de estas tres ultimas colonias. Cerca del 70 % de las cepas
presentaron un crecimiento ralo-superficial del micelio; otras cepas presentaron crecimiento
ralo-superficial con agregados miceliales de aspecto grumoso o agregados de micelio denso
de aspecto algodonoso, distribuidos irregularmente por toda la cepa o en ocasiones formando
anillos. Al microscopio se observd un micelio hialino, septado, con inclusiones
citoplasmaticas y variaciones a medida que la cepa envejecia.

La forma de conidios se pudo observar tanto en las fotos de microscopia ocular como en las
microfotografias electronicas de barrido, la cual varié entre especies de Colletotrichum, que
presentaron diversas formas de conidios tanto entre las diferentes cepas como dentro de una
misma cepa. Las principales formas encontradas fueron: elipsoides, ligeramente fusiformes,
ovoides, oblongas y elipsoides ligeramente constrictas, aunque en la mayoria siempre se
presento la tipica forma de conidios hialinos, aseptados, cilindricos y rectos, excepto en C.
karstti que no hubo presencia de conidios en medio PDA y C. truncatum que tuvieron una
forma de media luna con un parecido los conidios del género Fusarium. En las fotos de
microscopia ocular también se mostr6 que C. karstii presento la formacidn de ascocarpos que
fueron marrén de forma y tamafio similar, no asi en las demas especies y en las
microfotografias electronicas de barrido se evidencio la presencia de setas fértiles y largas
con produccion apical de conidios en C. truncatum en contraste con las demas especies no
produjeron setas.

El tamafio de los conidios de las diferentes especies estudiadas presentd diferencia
significativa, C. truncatum fue la que mostr6 31.8 % mayor longitud (9.2 um) con respecto
a C. gloeosporioides, C. aenigma, C. cliviae y C. karstii que no tuvieron diferencia
significativa entre ellas (6.05 um), y 45.5% mayor con respecto a C. brevisporum que fue la
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de menor tamafio (4.6 um). El ancho de las conidias fluctu6 entre 1.2 a 2.6 um, con diferencia
significativa, donde las conidias de C. truncatum fueron 55.7% menos anchas que las de C.
karstii y 46% menos que las demas especies evaluadas que no presentaron diferencia
significativa entre ellas.

Con respecto a la tasa de esporulacion de cada aislado también fue bastante variado, con
diferencia significativa en esta, teniendo que C. brevisporum tuvo la mayor tasa de
esporulacion (542.9 x 102 esporas/mL) siendo del 37 % mas esporulacion que C aenigma, 97

% mas que C. truncatum y C. cliviae y 99.5 % mas que C. gloeosporioides y C. karstii.
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Cuadro 1.2. Caracterizacion morfoldgica de aislamientos de Colletotrichum spp. de frutos de papaya cv. ‘Maradol’.
Especie

. C. brevisporum C. truncatum C. gloeosporioides C. cliviae C. aenigna C. karstii
Caracteristica

Frontal

Anverso

Crecimiento
(mm/dia)

3.0+£0.02 b

22+001 c

Microscopio
ocular

Microscopia
electronica

Largo de
conidio (um)

Af‘c.h" de 43+0.24b 234x019 c 4.34x0.20 b 432+021 b 438+0.20 b 5.28+0.36 a
conidio (um)

Conteo de 542.9x 10% +5.91 7.2x10°+0.78 2.7x10%+0.49 17 x 103+ 0.98 341.8x 10° + 7.66 0.6 x103+0.23

conidios a c c,d c b

17.18+0.71c 2293+1.14 a 1518+ 0.56 b 16.33x0.75 b 16.2+0.75 b 12.78 £ 0.68 b,c

(esporas/ml) d
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1.1.8. Patogenicidad
La patogenicidad es una caracteristica que se usa comunmente para diferenciar especies y los
resultados presentados mostraron que todas fueron patogénicas, con un crecimiento ascendente con
respecto al tiempo (Figura 1.2).
Las especies de C. aenigma y C. brevisporum fueron de mayor patogenicidad (1.1 cm de
crecimiento miceliar en fruto a los 10 d) con respecto a las otras especies, ya que mostraron tener
10 % mayor severidad que las cepas de C. truncatum y C. cliviae, 19 % mas que las de C.

gloeosporioides y 37.3 % mas que los aislados de C. kastii.

1.4

©c o 9 =
N o o N

ecimiento miceliar (cm)

= 0.2

c

. 4 .6 , 10
Tiempo de almacenamiento (dias)

—+—Ca -m-Cb --—-Cc Cg -%-Ck —e-Ct

Figura 1.2. Crecimiento miceliar en papaya ‘Maradol’ de 6 aislados. Ca: Colletotrichum
aenigma, Ch: C. brevisporum, Cc: C. cliviae, Cg: C. gloeosporioides, Ck: C. karstii, Ct: C.
truncatum.

Los resultados mostraron significativamente diferente nivel de virulencia y presentaron lesiones
tipicas de antracnosis similares a las encontradas en el campo (lesiones necréticas circulares o
irregulares: areas oscuras en la epidermis, brillantes y de tamafio variable, hundidas con bordes
levantados, por hundimiento del tejido, y con masas de conidios salmon-naranja) (Cuadro 1.3).

A pesar de que hubo diferencia estadistica en el crecimiento radial de los hongos sobre los frutos,
en el Cuadro 1.3, se observan tres principales sintomas 1) los que solé presentaron hundimiento
sin crecimiento miceliar del hongo (C. cliviae y C. karstii), 2) los que solo presentaron hundimiento
con ligero crecimiento miceliar del hongo (C. aenigma y C. brevisporum) y 3) los que solo
presentaron hundimiento con abundante crecimiento miceliar del hongo (C. gloesporioides y C.
truncatum). El re-aislamiento a partir de estas lesiones mostré siempre caracteristicas morfoldgicas

similares a las cepas usadas para la inoculacion.
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Cuadro 1.3. Seguimiento fotogréfico de frutos de papayas cv. ‘Maradol’ inoculados con seis especies de Colletotrichum para determinar su
patogenicidad.
Dias de almacenamiento
Especie 0 2 4 6 8 10 Sintoma

F — 1
C.
gloeosporioide
s 3

C. karstii

C. aenigma

C.
brevisporum
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5. DISCUSION

1.1.9. Caracterizacion molecular
La identificacion de diferentes especies en el presente trabajo se vio facilitada en gran
medida por el uso del gen Actina (ACT) como codificador de proteinas para
identificaciones basadas en secuencias y por el analisis filogenético de multilocus (Damm
et al., 2012a, 2012b; Weir et al., 2012.), cabe mencionar que la regién ITS es el codigo
de barras oficial para especies de hongos y actualmente estas secuencias por si solas no
son aceptadas debido a que no pueden separar las especies filogenéticamente relacionadas
(Schena et al., 2014; Siddiqui y Ali. 2014). Analisis filogenéticos basados en diferentes
loci permitiran dilucidar esta situacion.
Colletrichu brevisporum fue la de mayor frecuencia, por lo que se puede considerar que
C. gloeosporoides no es el principal agente causal de la antracnosis en papaya, sino esta
especie tal y como sucedio en el trabajo de Vieira et al. (2013), dicha evidencia
recomendaria que dejase de ser la especie de C. gloeosporioides como la mas importante
en las enfermedades de papaya (Siddiqui y Ali, 2014) sino la especie de C. brevisporum
que también se ha reportado en plantas de Tailandi (Noireung et al., 2012), en Licium
chinense (Paul et al., 2014) y ocasionando la antracnosis en chayote (Bezerra et al., 2016).
Partiendo de que C. gloeosporioides es el principal agente causal de la antracnosis y de
que se ha demostrado que este hongo es una especie compleja que contiene varias
especies genética y biolégicamente separadas (Colletotrichum asianum, Colletotrichum
fragariae, Colletotrichum fructicola, Colletotrichum kahawae, Colletotrichum siamense,
Colletotrichum gloeosporioides se ha denominado complejo ‘gloeosporioides’
(Phoulivong et al. 2010; Weir et al., 2012).
La especie de C. truncatum, se considera un moho de peligro ya que se ha reportado que
este hongo ocasiona infecciones en 0jos como la queratitis y endoftalmitis (Squissato et
al., 2015), por lo que seria de gran riesgo si se expande en los demas estados productores,
ya que principalmente se aislé del estado de Colima. Se ha reportado que ocasiona la
antracnosis en garbanzo (Mahmodi et al., 2013), la antracnosis en durazno (Grabke et al.,
2014), la antracnosis en tomate (Diao et al., 2014), la mancha foliar y frutal en mandarina
(Cheng et al., 2014) y ocasiona cancros en Jatropha curcas (Ellison et al., 2015).
A pesar de que C. karstii tuvo poca presencia en las cepas utilizadas, tiene una gran

importancia, ya que en los ultimos afios se ha encontrado en varias plantas hospedantes
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tropicales de Brasil tales como, maracuya, papaya, y cereza (Damm et al., 2012a), que
infecta Phalaenopsis (Jadrane et al., 2012), mango (Lima et al., 2013), ocasiona
antracnosis de oliva (Schena et al., 2014), en guanabana (Alvarez et al., 2014),
antracnosis en hojas de arandano (Rios et al., 2015), mancha foliar por Glomerella (GLS)
en manzana (Velho et al., 2015), antracnosis en Chile (Saini et al., 2016), antracnosis en
aguacate (Velazquez del Valle et al., 2016) y antracnosis en limon Persa (Wang et al.,
2016). Con lo antes mencionado, los resultados sugieren que este hongo ha tenido una
gran adaptacion y expansion, por lo que seria recomendable continuar con su estudio.
La especie de C. aenigma al igual que C. karstii tampoco se present6 con gran frecuencia,
sin embargo mostrd tener una alta patogenicidad en los frutos de papaya, lo que los
resultados recomiendan continuar con su estudio, ya que a diferencia de C. karstii ha sido
poco estudiada y mencionada en trabajos de investigacion (Weir et al., 2012), se
encuentra relacionada en la antracnosis de Proteacea (Liu et al., 2013), en la mancha de
la hoja en manzanas de China (Wang et al., 2015) y en la antracnosis en fresa (Han et al.,
2016).

Con respecto a C. cliviae, a pesar de que tuvo mayor frecuencia que C. aenigma y C.
karstii, solo ha sido reportada por Yang et al. (2009) en Amaryllidaceae y Paul et al.
(2014) en Licium chinense; sin embargo, en la prueba de patogenicidad realizada en el
presente trabajo esta especie tuvo un efecto significativo muy similar al presentado por
C. karstii, por lo que continuar con su estudio seria de gran aporte.

Por otra parte, la variabilidad presente en este estudio se puede explicar por las diferentes
papayas de donde fueron aisladas las cepas, asi como también por las barreras geogréaficas
y las variaciones agroclimaticas entre los sitios de aislamiento.

Por lo tanto, el andlisis filogenético molecular multilocus parece ser esencial para
identificar correctamente las especies de Colletotrichum. La identificacion de las especies
de Colletotrichum es de suma importancia para entender mejor la epidemiologia de la
enfermedad, en particular aquellos en los que pueden existir diferencias en la capacidad

de infectar diferentes tejidos del hospedante.

1.1.10. Caracterizacion morfoldgica
Muchos de los parametros morfoldgicos de clasificacion taxondmica (aspecto visual,
crecimiento, forma, tamafio, tasa de esporulacion, etc.), son inseguros, pues se ven

influenciados por varios factores externos, como son: la temperatura, el pH, la edad del
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medio de cultivo y del hongo, entre otros, que ocasionan que la estabilidad de los rasgos
morfolégicos se vea afectada por dichos factores que favorecen o no el desarrollo del
organismo y afectan su expresion fenotipica, dificultando su diferenciacion; ademas de la
existencia de formas intermedias en la morfologia conidial y en el tamafio por la
dependencia del medio o sustrato asi como también de las diferentes temperaturas a las
cuales se sometan, intensidad de luz, fotoperiodo, tiempo de incubacion, humedad
relativa, etc., lo cual conlleva a que la cepa pueda ser identificada como una u otra especie,
dependiendo de los criterios individuales del identificador (Phoulivong et al., 2010; Weir
et al., 2012; Noireung et al., 2012; Huan et al., 2013; Liu et al., 2013; Peng et al., 2013;
Jiang et al., 2014; Paul et al., 2014; Sharma y Shenoy, 2013; Hu et al., 2015; Velho et
al., 2015).
También la falta de estandarizacién de los protocolos y condiciones de trabajo entre los
diferentes investigadores, asi como la inexistencia de convenciones internacionalmente
aceptadas, crean controversias y confusiones que dificultan y producen incertidumbre en
las identificaciones de los aislamientos.
La variabilidad en la coloracion de los aislamientos del hongo es considerada normal y
ha sido registrada por Cannon et al. (2012), Weir et al. (2012) quienes sugieren tener
precaucion cuando se usa esta caracteristica para separar especies, ya que es muy
subjetivo de acuerdo a la vista del identificador.
Tanto en las microfotografias electronicas de barrido (Siddiqui y Ali, 2014) y fotografias
de microscopia ocular (Noireung et al., 2012; Huan et al., 2013; Liu et al., 2013; Peng et
al., 2013; Jiang et al., 2014; Paul et al., 2014; Sharma y Shenoy, 2013; Hu et al., 2015;
Velho et al., 2015) se pueden observar colores, formas y estructuras que a simple vista
muestran diferentes especies. Tal es el caso de la presencia de setas (hifas de crecimiento
determinado, de pared gruesa, oscura y estériles que no producen conidios) (Kirk et al.,
2001) en C. truncatum, mismas que no se producen en todos los aislamientos del
complejo de C. gloeosporioides y que su formacion esta en funcién de la humedad relativa
y de las condiciones de incubacion del aislamiento y de acuerdo con los principios de
conidiogénesis, las setas fértiles poseen una célula conidiogénica apical con un solo
I6culo conidiogénico en la punta, a diferencia de las setas estériles, por lo que no pueden
considerarse como criterio taxondmico para la identificacion de C. gloeosporioides o para
diferenciar Colletotrichum de otro género relacionado. Otra estructura mostrada fueron
los ascocarpos que al igual que las setas, no son estructuras determinantes en la
identificacion de especies (Liu et al., 2013 y Huang et al., 2013)
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Segun Phoulivong et al., (2010) la morfologia de los conidios se puede utilizar para
diferenciar los taxones en complejos de especies, pero no son criterios suficientes para
separar las especies dentro de un género como el de Colletorichum o un complejo como
el Colletotrichum gloeosporioides. El tamafio de los conidios del presente trabajo se
encontrd dentro de lo reportado en la literatura (Noireung et al., 2012; Liu et al., 2013;
Puel et al., 2014; Alvarez et al., 2014; Hu et al., 2015). No asi la tasa de crecimiento que
se encontrd inferior a lo presentado por Noireung et al. (2012) y Hu et al. (2015). Mientras
que la variacion de esporulacion fue semejante a la que se mostré en el trabajo de Rabha
et al. (2016).

1.1.11. Patogenicidad

En la interaccion hospedante-patdgeno, no se conoce con claridad por qué una especie
ataca a un hospedante y no a otro; frecuentemente ese tipo de patrones se establecen sélo
cuando todas las relaciones filogenéticas han sido establecidas se presentan patogenicidad
diferenciada con respecto al hospedero con el cual puede ser sexualmente compatible
(Peng et al., 2013; Alvarez et al., 2014 Jiang et al., 2014; Hu et al., 2015; Velho et al.,
2015).

Esta explicacion es viable porque algunos autores asocian los altos porcentajes de
infeccion utilizando inoculo natural, sin causar heridas (Velho et al., 2015), a la existencia
de una asociacion sinergista de otros organismos con Colletotrichum; especialmente con
bacterias del género Ralstonia que, luego de aprovechar el hierro existente en la masa de
conidios, promueven la germinacion de los mismos e inducen la formacion de apresorios.
El apresorio es una estructura sin la cual Colletotrichum es incapaz de causar infeccion
(Noireung etal., 2012; Liu et al., 2013; Puel et al., 2014). Para la formacion de apresorios
es necesaria la interaccion planta—patdgeno y se involucra la activacion secuencial de
diferentes grupos de genes que definen la penetracion al hospedante. Estas sefiales son
reconocidas y utilizadas para definir las relaciones de compatibilidad e incompatibilidad
entre las especies (Alvarez et al., 2014; Hu et al., 2015).

Asi como la formacion de apresorio es indispensable para que haya patogenicidad; la
maduracion es un factor muy importante, ya que una caracteristica de Colletotrichum spp.
es que presenta quiesencia, es decir, que se encuentra en reposo o latente y siempre se
produce en la etapa inmadura de las frutas infectadas por los hongos, y se desarrolla

progresivamente a la putrefaccion infeccion como los frutos maduran (Prusky et al.,
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2013). Sin embargo, se sabe que la herida mejora el éxito de la infeccién por
Colletotrichum y la severidad de la enfermedad (Phoulivong et al. 2012). Ademas, el uso
de la herida puede romper el reposo infeccion y mejorar la capacidad de infeccion (Jiang
etal., 2014).

Las diferencias en la patogenicidad de una cepa puede ser consecuencia de las
interacciones del medio ambiente, la secrecidn de enzimas ex-intracelulares (por ejemplo,
cutinasa) que degradan la cuticula y la pared celular para entrar en la planta, al genotipo
del hospedante y a la variabilidad en el periodo de latencia del hongo representa una
adaptacion importante a las condiciones de la fisiologia del tejido del hospedante y a las
condiciones climatolégicas durante el ciclo del cultivo, el almacenamiento prolongado
también atenda la eficacia patogénica de los aislados, ademas de que los aislados son mas
agresivos en su hospedante original que en otros hospedantes (Peng et al., 2013; Alvarez
et al., 2014 Jiang et al., 2014; Hu et al., 2015; Velho et al., 2015).

6. CONCLUSION
Con los diferentes meétodos moleculares y morfofisioldgicos utilizados en la
diferenciacion de aislados de Colletotrichum spp. de frutos de papaya ‘Maradol’ resulto
eficiente con respecto a la caracterizacion intraespecifica, ya que se encontré méas de una
especie de Colletotrichum causando sintomas de antracnosis. De la parte molecular se
obtuvieron seis especies (Colletotrichum cliviae, Colletotrichum truncatum,
Colletotrichum  brevisporum, Colletotrichum karstii, Colletotrichum aenigma,
Colletotrichum gloeosporioides), y Colletotrichum brevisporum result6 ser el principal
agente causal de la antracnosis en papaya. Las mismas especies presentaron variaciones
morfologicas (diferente aspecto, color, tipo y crecimiento de micelio, diferente forma y
tamafo de conidios y tasa de esporulacion) y patogénicas y solo la parte morfoldgica no
seria confiable para la identificacion de especies. Los resultados de este estudio son
relevantes debido a que constituyen nuevos reportes fitosanitarios en frutos de papaya y
son la demostracion de la diversidad y la virulencia de las especies de Colletotrichum que
infectan a la papaya para que asi se facilite el desarrollo e implementacion de préacticas
de manejo de la enfermedad y de las medidas de cuarentena mas eficaces para reducir al

minimo el riesgo de introducir nuevas especies a traves de fronteras y continentes.
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2. CAPITULO II. Caracterizacion quimica de polifenoles de hoja de guayaba
(Psidium guajava) y su efecto antifungico sobre seis especies de Colletotrichum
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*Autor de correspondencia: dnieto@colpos.mx

2.1.RESUMEN
La alta severidad de la antracnosis causada por el género Colletotrichum en frutos de papaya
ha llevado a los productores a realizar aplicaciones constantes de fungicidas, y en muchas
ocasiones se sobre-dosifica causando contaminacion ambiental, por lo que el uso de extractos
de plantas con propiedades fungicidas o fungistaticas son una alternativa en el manejo de
dicha enfermedad, por lo que el objetivo de la presente investigacion fue determinar la
composicion fitoquimica del extracto etilico vegetal de hojas de guayaba (Psidium guajava),
asi como la evaluacién de la efectividad bioldgica in vitro sobre seis especies de
Colletotrichum para el manejo de la antracnosis en frutos de papaya cv ‘Maradol’. En la
obtencion de los extractos se utilizaron hojas de guayaba silvestre cv ‘Criolla’ y se emple6
el método de extraccidn asistida por ultrasonido de baja frecuencia; la identificacion de
flavonoides en los extractos se hizo por cromatografia de liquidos de alta resolucion y
electroforesis capilar; y para la evaluacién de su actividad antifungica se realizd por el
método de microdilucion-difusion en agar, probando cinco concentraciones del extracto
etilico: 100, 150, 200, 250 y 300 ppm de extracto para seis especies de Colletotrichum (C.
aenigma, C. brevisporum, C. cliviae, C. gloeosporioides, C. karstii y C. truncatum)
previamente aisladas e identificadas de frutos de papaya cv ‘Maradol’.Los resultados
mostraron que el extracto de guayaba principalmente presento los polifenoles: florizidina,
epicatequina, quercitina, catequina y acido ascorbico. En la actividad antifangica se mostro
que, a mayor concentracion del extracto, mayor fue el efecto inhibitorio y que la

concentracion de 300ppm fue la Optima para controlar el 100% de crecimiento de las seis
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especies evaluadas, ademas de que se tuvo efecto significativo entre cada especie evaluada.
De acuerdo a lo anterior el uso de extractos de hojas de guayaba son una alternativa
inofensiva tanto para el hombre como para el ambiente en el control de los sintomas de
antracnosis en papaya y sustitucion y/o complemento a tratamientos quimicos, debido a los
compuestos bioactivos presentes en el extracto.

Palabras clave: Extracto vegetal, Actividad antifingica, Colletotrichum gloeosporioides,
Metabolitos secundarios, Polifenoles, Flavonoides.

2.2.ABSTRACT
High severity of anthracnose caused by the fungus from the Colletotrichum genus in papaya
fruits has led producersto carry out constant applicationsof fungicideson crops,causing many
times overdoses and environmental contamination; thus, the use of plant extracts with
fungicidal or fungistatic properties applied to crops are one alternative in handling such a
disease. Consequently, the aim of the present research was to contribute in determining the
phytochemical composition of the plant ethyl extract from guava leaves (Psidium guajava),
as well as the assessment of their in vitro biological effectiveness over six Colletotrichum
species for handling the anthracnosein papaya fruits cv. ‘Maradol’. Whilst obtaining the
extracts, wild guava leavescv. ‘Criolla’ were utilised andthe low-frequency ultrasound-
assisted extraction method was used. The identification ofpolyphenolsin extractswas
performed by high-performance liquid chromatography and capillary electrophoresis; and
for the evaluation of their antifungal activity, it was carried out by the microdilution-diffusion
in agar method, testing five concentrations of ethyl extract: 100, 150, 200, 250 and 300 ppm
of extract for six Colletotrichum species (C. aenigma, C. brevisporum, C. cliviae, C.
gloeosporioides, C. Karstii and C. truncatum) previously isolated and identified from papaya
fruits cv. ‘Maradol’.The results showed that the guava extractmainly exhibited the majority
polyphenols: florizidin, epicatechin, quercetin, catechin and ascorbic acid. In the antifungal
activity, it was shown that greater the extract concentration, greater the inhibitory effect was
andthe 300-ppm concentration was the optimal one to control 100% of growth of all six
species assessed. In addition, there was a significant effect amongst every species assessed.
According to the aforementioned, the use ofguava leave extract is an alternative harmless to

both the man and the environment in controlling the anthracnose symptoms in papaya and
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replacement and/or complement to chemical treatments, due to bioactive compounds present
in the extract.
Keywords: Plant extract, Antifungal activity, Colletotrichum gloeosporioides, Secondary

metabolites, Polyphenols, Flavonoids.

2.3.INTRODUCCION

La antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc., es la que ocasiona
mayores pérdidas en postcosecha en el cultivo de la papaya (Liu et al., 2013; Maeda y Nelson,
2014), aungue en investigaciones recientes se ha encontrado que especies del mismo género
de Colletotrichum ocasiona dafios relacionados con la antracnosis si no méas especies del
mismo género de Colletotrichum (Viera et al., 2013 y Stracieri et al., 2016). La severidad de
la antracnosis ha llevado a los productores a realizar aplicaciones sin control, continuas y en
altas concentraciones de fungicidas, causando contaminacion ambiental, aumento de la
resistencia, aumento en los costos de produccion y en algunos casos el abandono total del
cultivo ante el fracaso de esta practica (Maeda y Nelson, 2014).

Algunas de las alternativas mas empleadas en el control de la antracnosis son los tratamientos
fisicos y quimicos, éstos ultimos implican el uso constante de sustancias desarrolladas
sintéticamente que pueden inducir la rapida resistencia en el patdgeno o mayor virulencia del
mismo Yy algunos incluso pueden causar dafios a la salud humana y/o al medio ambiente,
deteriorando en ocasiones la calidad del producto con manchas, olores y sabores
desagradables, ademéas el alto costo de los tratamientos quimicos han obligado a los
investigadores a buscar nuevos ingredientes activos biodegradables, para la implementacion
de medidas de manejo con menor impacto ambiental y econémico (Dubey, 2016).Una de
esas alternativas, es el uso de moléculas derivadas de extractos de plantas con propiedades
fungicidas o fungistaticas (De Araujo et al., 2014; Farjana et al., 2014; Fernandes et al., 2014;
Thirunavukkarasu-Santhoshkumar et al., 2014; Dubey, 2016; Salem et al., 2016), ya que las
plantas en su evolucion han desarrollado mecanismos de defensa como los metabolitos
secundarios que constituyen barreras contra insectos, hongos, bacterias y otros organismos
nocivos (Dubey, 2016; Salem et al., 2016; Soliman et al., 2016).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que regulan la actividad metabolica,

son esenciales para el desarrollo (crecimiento y reproduccion) de las plantas, producen
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soporte mecanico a las plantas, contribuyen en la coloracion de las flores y frutos, protegen
contra patdgenos, herbivoros y frente a la radiacion ultravioleta (Gil-Ramirez et al., 2016);
ademas presentan propiedades relacionadas con la salud humana, debido a su actividad
antioxidante(Jang et al., 2014; Laily et al., 2015; Diaz de Cerio et al., 2016).

Los compuestos fendlicos en especies vegetales pueden variar, dentro de un mismo
individuo, en respuesta a factores genéticos, ontogénicos, biodticos y abioticos (Liu et al.,
2014), presentando diferentes concentraciones en los diversos drganos de la planta. En las
hojas, la regulacion de la sintesis de compuestos fenolicos es una parte importante de su
desarrollo. Por otro lado, el destino de los carbohidratos formados durante la fotosintesis,
parte de los cuales se emplearan en la conformacion estructural de la planta (metabolismo
primario) y otros en el metabolismo secundario, tienen una gran influencia en la cantidad y
calidad de los compuestos fendlicos producidos (Jang et al., 2014; Laily et al., 2015; Diaz de
Cerio et al., 2016).

Por otro lado, el guayabo (Psidium guajava L.) es un pequefio arbol originario de América
central desde el sur de México hasta el norte de América del Sur, pertenece a la familia del
mirto (Myrtaceae) y se ha distribuido a través de muchos paises por su capacidad para crecer
en condiciones tropicales y subtropicales (Morton, 1987). Las diferentes partes de esta planta
se han utilizado tradicionalmente en la medicina popular en América, Asia del Este y otros
paises para el tratamiento de una serie de enfermedades tales como la diabetes mellitus, la
hipertension y la obesidad, y se han utilizado como un sedante para la tos y un anti-diarreicos
(Shruthi et al, 2013; Laily et al., 2015).

Extractos de hojas de guayaba contienen numerosos compuestos polifendlicos
(triterpenoides, flavonoides, taninos, carotenoides y otros compuestos quimicos) (Gutiérrez
et al., 2008; Laily et al., 2015; Morais-Braga et al., 2016) que han demostrado diversos
efectos  farmacoldgicos incluyendo: agente  hipoglucémico, antiespasmodicas,
hepatoproteccidn, antialérgico, antigenotdxicas, antiplasmddica, citotdxico (De Araujo et al.,
2014; Feng et al., 2015), antiinflamatorio (De Araujo et al., 2014), antioxidante (We Cai Lee
et al., 2012; Fernandes et al., 2014; Thirunavukkarasu-Santhoshkumar et al., 2014; Feng et
al., 2015; Flores et al., 2015), antimicrobiano (De Aradjo et al., 2014; Farjana et al., 2014;
Fernandes et al., 2014; Thirunavukkarasu-Santhoshkumar et al., 2014; Dubey, 2016; Morais-
Braga et al., 2016; Soliman et al., 2016); antitumoral (Flores et al., 2013; Jang et al.,
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2014;Mazumdar et al., 2015; Diaz de Cerio et al., 2016) y antidiabético (Soman et al., 2013;
Liu et al., 2015; Mazumdar et al., 2015).

Por lo anteriormente descrito, el objetivo de la presente investigacion fue determinar la
composicion fitoquimica de extracto etilico vegetal de hoja de guayaba (Psidium guajava),
asi como su evaluacién antifangica en seis especies de Colletotrichum aisladas del fruto de

papaya Cv ‘Maradol’ para el control de la antracnosis.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Material vegetal
Hojas jovenes y aparentemente sanas de P. guajava fueron colectadas de una propiedad
privada ubicada en Pino Suarez, Zontecomatlan, Veracruz-México (20.7315985,-
98.3765157,14z), mismas que se transportaron en bolsas de papel al Laboratorio de
Postcosecha de la Universidad Nacional Autonoma de México. Las hojas fueron secadas a
temperatura ambiente por tres dias, trituradas hasta un tamafio de particula de 0.83 mm y

almacenadas a temperatura ambiente en un frasco de vidrio cerrado herméticamente.

2.4.2. Obtencion de extractos
La obtencion de los extractos de hojas de guayaba se basd en el método de extraccion
ultrasonica desarrollado por Fernandes et al. (2014), con modificaciones. Una porcion de 59
del material vegetal seco y pulverizado se colocé en un matraz de 100mL y se adicion6 25mL
de la solucidn extractora (etanol:agua 70:30% v/v), posteriormente, se realizd la extraccion
ultrasonica (35 KHz) por 60 min y se procedio a filtrar por gravedad, a través de papel de
filtro Whatman No. 1 lavado con 5mL de solucion extractora. El extracto se aford con

etanol:agua 70:30% v/v a 25mL y se conservé en un frasco &mbar.

2.4.3. ldentificacion de flavonoides: HPLC-DAD
Para confirmar la presencia de flavonoides se analizaron los extractos por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC). El sistema de HPLC analitico empleado consistio en un
JASCO cromatdgrafo de liquidos acoplada con un detector de mdltiples longitudes de onda
UV-vis (MD-910 JASCO). Para el analisis por HPLC se operd bajo las siguientes

55



Capitulo 11

condiciones: columna YMC-Pack ODSAM (250 mm x 4.6mmi.d., y las particulas de 5
micras) (YMC, Japén), la temperatura del horno 35 °C y la deteccion a 285 nm. El sistema
disolvente consistio en &cido acético al 0.1% en agua (disolvente A) y acido acético al 0.1%
en acetonitrilo/agua (disolvente B) y el gradiente utilizado fue: 0-1 min, 12% B; 1-18 min,
22% de B; 18- 28 min, 28% B; 28-35 min, 38% B; 35-48 min, 48% de B; 48-54 min, 68%
de B; 54-60 min, 100% B; 60-67 min, 12%. El caudal fue de ImL/min, y el volumen de
inyeccion fue de 10 pL. La identificacion de cada compuesto se basd en una combinacion de
tiempo de retencion y emparejamiento espectral (Jang et al., 2014). Las muestras se tomaron

por triplicado y se considero la desviacion estandar de cada componente.

2.4.4. ldentificacion de flavonoides: electroforesis capilar
Para la identificacion de polifenoles se utilizé un equipo de Electroforesis capilar P/ACE
MDQ, Beckman Coulter Capillary Electrophoresis system (Fullerton, CA, USA) con un
capilar de silice fundida de 50um de didmetro interno, 54.6 cm de longitud total y 44.1 cm
de longitud efectiva. La deteccion se realizé empleando un detector con arreglo de diodos
(DAD) monitoreado a una longitud de onda de 200 nm y un voltaje aplicado de 28 kV.
Inicialmente se hizo un acondicionamiento del equipo con un lavado a 25 psi con agua
desionizada durante 2 min, NaOH 0.1M durante 10 min, agua desionizada durante 3 min y
buffer boratos 50 mM a un pH de 9.4 durante 10 min. La separacion se llevo a cabo con
buffer de boratos 50 mM y agua desionizada que se ocupé como disolvente, bajo las
condiciones de enjuague: buffer boratos 50 mM por 5 min a 20 psi, inyeccion: muestra =
extracto etilico por 5 s a 0.5 psi, separacion: buffer boratos 50 mM por 30 min a 28 kV y
finalmente un lavado como en el acondicionamiento. La identificacion se llevo a cabo por la

adicion de estandares y la comparacion de los espectros de absorcion. (Khachik et a., 1986).

2.4.5. Efecto sobre el crecimiento micelial
El efecto inhibidor de los compuestos fendlicos en el crecimiento de los hongos se ensayd
usando el método de microdilucion-difusion en agar. Los hongos utilizados fueron seis
especies de Colletotrichum (C. aenigma, C. brevisporum, C. cliviae, C. gloeosporioides, C.

karstii y C. truncatum) previamente aisladas e identificadas de frutos de papaya cv ‘Maradol’
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en el programa de Fitosanidad-Fitopatologia del Colegio de Posgraduados Campus
Montecillo, México.

El método consistio en diluir y difundir extracto de hojas de guayaba a una concentracion de
100, 150, 200, 250 y 300 ppm equivalentes a 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 y 0.3 mg de quercitina/mL
de extracto respectivamente en medio de cultivo de Papa Dextrosa Agar (PDA), una vez
solidificado el medio de cultivo, al centro de la placa se coloc6 un biodisco de 0.4cm de
hongo previamente crecido durante 8 d de edad en medio de cultivo especifico. Los controles
se prepararon usando un volumen igual de agua (C+) y etanol sin fenoles (C-) y el uso de
azoxystrobin como testigo comercial (45 mg de producto comercial/L) (T.Q.). La incubacion
se llevd a cabo a 23+2 °C durante 10 d. El porcentaje de inhibicion el crecimiento radial de
los hongos se calcul6 segln la siguiente férmula:porcentaje de inhibicion = (DC - DT) / DC
x 100, donde DC fue el didmetro de hongo crecido en PDA con la adicion de agua y DT fue
el didmetro de las colonias tratadas con los extractos (Sagwan et al., 2012).

Un disefio experimental completamente aleatorizado se utiliz6 y se conformaron cinco
tratamientos definidos por la concentracién de extracto, un tratamiento quimico
(azoxystrobin), un testigo con agua y testigo con etanol, dando un total de ocho tratamientos,
los ensayos se realizaron con cinco replicas por cada tratamiento. En el procesamiento de los
datos se utilizaron estadisticas descriptivas, analisis de varianza (ANOVA) con pruebas de
separacion de medias por minimos cuadrados, ajustadas por Tukey haciendo uso del
programa estadistico SAS (Versién 20.1).

2.5.RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Identificacion de flavonoides en extracto de hoja de guayaba

La composicion quimica de Psidium guajava ha sido ampliamente investigada y los estudios
han informado de que los extractos de plantas estan constituidos por alcaloides, triterpenos,
taninos, saponinas, glucosidos, flavonoides y compuestos fendlicos y otros compuestos
(Shruthi et al, 2013; Tambe et al., 2014; Morais-Braga et al., 2015; Diaz de Cerio et al.,
2016).

Los compuestos identificados en el extracto de hoja de guayaba se presentan en el Cuadro 1.
La cantidad de cada compuesto identificado por el método de electroforesis capilar mostrd
diferencia significativa, no asi en el método de HPLC donde florizina fue el inico compuesto
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que presento diferencia significativa con respecto a los deméas compuestos detectados por
este método.

Varios de los compuestos reportados en el presente trabajo han sido estudiados por otros
investigadores, tal es el caso de la quercetina (Jang et al., 2014; Amaya-Cruz et al., 2015;
Flores et al., 2015; Morais-Braga et al., 2015 y Diaz de Cerio et al., 2016) que en el presente
trabajo resulto ser el tercer componente de mayor cantidad en el extracto etilico evaluado,
ademas también es utilizada para la determinacién de flavonoides totales (Chang et al., 2013;
Fernandes et al., 2014); el &cido galico reportado por: Chang et al., 2013; Jang et al., 2014;
Flores et al., 2015 y Diaz de Cerio et al., 2016 y que también se utiliza para la determinacion
de fenoles totales (De Aradjo et al., 2014; Fernandes et al., 2014; Liu et al., 2014;
Thirunavukkarasu-Santhoshkumar et al., 2014; Laily et al., 2015; Morais-Braga et al., 2016),
la catequina detectada por: Chang et al., 2013; Jang et al., 2014; Amaya-Cruz et al., 2015;
Flores et al., 2015; Morais-Braga et al., 2015 y Diaz de Cerio et al., 2016, fue el cuarto
componente con mayor presencia en el extracto estudiado.

Algunos polifenoles no han sido evaluados como lo son: la vainillina, galangina, florizidina
y acido ascérbico, siendo estos dos Gltimos de gran presencia en este trabajo, ya que se
encontraron en cantidades considerables comparadas con el resto de los demas componentes
evaluados (Cuadro 2.1).

Y otros han sido poco evaluados como la epicatequina que fue el segundo componente de
mayor cantidad en el extracto etilico analizado y solo la han reportado Chang et al., 2013;
Amaya-Cruz et al, 2015 y Flores et al., 2015; rutina por Chang et al., 2013; Jang et al., 2014
y Morais-Braga et al., 2015; &cido clorogénico y kaempferol por Amaya-Cruz et al, 2015 y
Flores et al., 2015; acido p-cumarico por Jang et al., 2014 y Amaya-Cruz et al, 2015;
apigenina por Jang et al., 2014 y narangina por Diaz de Cerio et al., 2016.

Los resultados obtenidos en esta investigacion contrastan numéricamente con los obtenidos
por los otros investigadores, esto puede explicarse debido a que la produccién de fenoles
fotoquimicos se ve afectada por el estado fenoldgicos y genotipos de la planta, la edad de la
planta, la ubicacion, asi como las variaciones ambientales (causadas por la época del afio, la
nutricion, los dafios ocasionados por plagas y enfermedades), lo cual influye en la produccion
de metabolitos secundarios y la actividad metabolica de los polifenoles (Jang et al., 2014,
Morais-Braga et al., 2015, Diaz de Cerio et al., 2016).
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Cuadro 2.1. Identificacion de compuestos polifenolicos en extracto etilico de hoja de
guayaba (Psidium guajava L.) por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC-DAD) y
electroforesis capilar con detector con arreglo de diodos (EC-DAD).

HPLC-DAD EC-DAD
Compuesto  Tiempo de retencion Cantidad Tiempo de retencion Cantidad
(min) (ng/mL) (min) (Ug/mL)
Elorizidina 6.499 160.846
(0.008) (0.708)
Rutina — . 6.821 0.760
(0.054) (0,089)
Vainillina 7.788 2.264
(0.217) (0.216)
Ac. ascorbico 8.432 7.266
| (0.189) (0.308)
i ' 8.926 18.047
Epicatequina (0.1250 0.459)
Catequina 8.901 10.977
(0.032) (0.361)
ani 10.429 5.215
Ac. clorogénico 0.127 0110
Kaempferol 11.968 1.464
(0.425) (0.034)
Naringenina 12.076 4.495
(0.015) (0.372)
Apigenina 14.632 0.049 14.058 1.111
(0.004) (0.003) (0.869) (0.094)
Quercetina 16.136 2.613 16.095 12.785
(0.020) (0.034) (0.044) (0.940)
AC p-CUmarico 17.448 0.290
(0.075) (0.090)
Ac. galico 19.340 4.487
| (0.115) (0.039)
Galangina 22.406 3.048 .
(0.018) (0.148)

(---) indica que no fue detectado con ese método.
Los valores entre paréntesis representan + la desviacion estandar de las muestras.

Los resultados también pueden variar debido al método de extraccién, ya que trabajos
demuestran que puede ocurrir degradacion de flavonoides con aumento de la temperatura,
sin embargo, este proceso también depende de la estructura quimica y la interaccion entre
ellos (Chan et al., 2013; Jang et al., 2014; Liu et al., 2014; Morais-Braga et al., 2015).
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En las plantas, la sintesis de compuestos fenolicos utiliza como sus precursores a los
productos del metabolismo primario, entre otros compuestos. La biosintesis fenolica procede
de la construccion del anillo aromético a partir de precursores de carbohidratos que ya
contienen el grupo hidroxilo requerido. Estos fenoles formados son considerados productos
del metabolismo secundario de las especies vegetales que se producen en células
especialmente diferenciadas (Bianchi y Canuel, 2011). De acuerdo con Oziyigit (2008), los
compuestos fenolicos son sintetizados en las hojas y luego son transportados a otros tejidos
y 6rganos. Por lo tanto, la cantidad total de estos compuestos en las hojas son mayores que
en otros drganos Y tejidos de las plantas.

Los compuestos fendlicos vegetales aumentan la rigidez de las paredes celulares de la planta
actuando como puentes moleculares entre los componentes de la pared celular (Fry, 1986);
son precursores de la lignina, que es un polimero fendlico principal en las plantas que se
produce por accion de las peroxidasas mediante la polimerizacion de estos compuestos
fendlicos en casode lesiones, de estrés o para protegerse del medio ambiente (Kefeli et al.,
2003; Ewané, 2012).

2.5.2. Pruebas in vitro de extracto de hoja de guayaba

El bioensayo realizado mostré que el extracto de hoja de guayaba tuvo un efecto significativo
sobre el porcentaje de inhibicion en las seis especies evaluadas (C. aenigma, C. brevisporum,
C. cliviae, C. gloeosporioides, C. karstii y C. truncatum) asi como en la mayoria de las
concentraciones estudiadas (0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3 mg/mL) con respecto al testigo de agua
y etanol y el testigo comercial (Figura 2.1).

El control positivo (agua) no mostré diferencia significativa con el control negativo (etanol)
en la mayoria del tiempo de crecimiento en todas las cepas analizadas y el control quimico
de azoxystrobin (T.Q) tuvo 75% de inhibicion para la cepa de C. karstii, 60% en C. aenigma,
50% en C. cliviae, 45% en C. brevisporum, 30% en C. gloeosporioides y 20% en C.
truncatum.Las cepas de C. karstiiy C. cliviaetuvieron lento crecimiento con respecto a las

demas cepas evaluadas y mas cuando estas fueron tratadas con las diversas concentraciones.
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Figura 2.1. Porcentaje de inhibicion de crecimiento miceliar de seis especies de
Colletotrichum con el uso de extracto etilico de hoja de Psidium guajava. A) C. aenigma,
B) C. brevisporum, C) C. cliviae, D) C. gloeosporioides, E) C. karstii, F) C. trumcatum

A los 10 dias de evaluacidn, para la concentracion de 300 ppm presenté el 100% de inhibicion
en todas las cepas evaluadas, 250 ppm tuvo 100% de inhibicion en las cepas de C.

brevisporum, C. cliviaey C. karstii; 95% en C. truncatumy 90% en C. aenigmay C.
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gloeosporioides; 200 ppm mostrd 90% en C. truncatum, 80% en C. cliviaey C. karstii y 70%
en C. aenigma, C. brevisporum y C. gloeosporioides; 150 ppm 70% en C. cliviaey C. karstii,
60% en C. brevisporumy C. truncatum, 50% en C. gloeosporioides y 40% en C. aenigma;
100 ppm obtuvo 58% en C. cliviaey C. karstii, 40% en C. brevisporum y C. truncatum, 35%
en C. gloeosporioides y 30% en C. aenigma.

Con los resultados obtenidos se puede pensar que el efecto que tuvo el extracto etilico sobre
los hongos evaluados pudo ser atribuido a los polifenoles presentes en el mismo, como:
florizidina, epicatequina, quercetina, catequina, &cido ascérbico, entre otros. Estos
polifenoles se pueden dividir en tres grupos quimicamente distintos: terpenos, compuestos
fendlicos y compuestos que contienen nitrégeno; son producidos por las plantas como
metabolitos secundarios y como un mecanismo de defensa, los cuales pueden ser
constitutivos o sintetizados como respuesta al ataque de un patdégeno o a una situacion
estresante, tal es el caso de las llamadas fitoalexinas que se producen como consecuencia de
la infeccion. Dentro de las fitoalexinas se encuentran lactonas sesquiterpénicas, cumarinas,
indoles, flavanonas, diterpenos, isoflavonoides, alcaloides, fenoles, entre otros (Taiz y
Zeiger, 2012).

La actividad antimicrobiana de extractos de plantas depende del contenido y tipo de
compuestos fendlicos y flavonoides (Karim et al., 2017). Los terpenos estan involucrados en
el rompimiento de la membrana a través de los compuestos lipofilicos; o que los alcaloides
se intercalan en la doble cadena del ADN y/o pueden penetrar la membrana plasmatica
combinandola y precipitando las proteinas protoplasmaticas y desnaturalizandolas y a que
las lectinas y polipétidos pueden formar canales i6nicos en la membrana microbiana, lo que
conduce a la produccion de cantidades elevadas de H202 (Pérez et al., 2011; De Araujo et al.,
2014).

El modo de accién antimicrobiana de los taninos puede estar relacionado con su capacidad
para inactivar adherencias microbianas, enzimas, células que envuelven proteinas de
transporte, etc. También se combinan con polisacaridos presentes en la pared celular,
generando una disrupcién de la pared celular del microorganismo (Dubey, 2016).

Otros compuestos de las plantas son la quinolonas, tales como la ciprofloxacina, que son
inhibidores de las topoisomerasas, estas enzimas juegan un papel importante en los

mecanismos implicados en la replicacion del ADN, la transcripcion y la reparacion. Los

62



Capitulo 11

mecanismos de resistencia contra estos farmacos incluyen: modificacion del objetivo,
activacion de bombas de reflujo y reduccion de la permeabilidad de la membrana celular.
gentamicina y la amicacina son aminoglucésidos y, por tanto, actian por la inhibicion de la
sintesis de proteinas (Morais-Braga et al., 2016).

Compuestos fendlicos actuan como segundos mensajeros en la mejora del mecanismo de
defensa de la planta, activando la resistencia al aumentar la actividad de la peroxidasa (PO),
la sintesis de nuevas isoformas POD, la acumulacién de compuestos fendlicos, o a través de
la inhibicion de algunas enzimas antioxidantes y catalasas, 1o que conduce a la produccién
de cantidades elevadas de H.O; y finalmente, aumentar la resistencia por efectos directos
sobre el desarrollo de la multiplicacion y la supervivencia de los patégenos o efectos
indirectos sobre el metabolismo de las plantas con posterior efectos sobre el suministro de
alimentos para los patdgenos (Shabana et al., 2017).

Estudios previos han demostrado la actividad antimicrobiana del extracto de hojas de
Psidium guajava, principalmente se han mostrado el efecto antibacterial que este ha tenido
sobre algunas bacterias tales como: Escherichia coli y Staphylococcus aureus (De Araujo et
al., 2014; Fernandes et al., 2014; Farjana et al., 2014 y Soliman et al., 2016), Streptococcus
faecalis (Dubey et al., 2016 y Soliman et al., 2016), Klebsiella spp. (De Araujo et al., 2014 y
Farjana et al., 2014), Enterococcus faecalis (De Aradjo et al., 2014 y Dubey, 2016),
Pseudomonas aeriginosa (Fernandes et al., 2014 y Soliman et al., 2016) entre otras.

Hay muy pocos estudios sobre el efecto antifungico del extracto de hoja de guayaba, y los
que hay lo presentan en varias especies de Candida (Fernandes et al., 2014 y Morais-Braga
et al., 2016) que son méas un problema en medicina y no en postcosecha. Sin embargo, si hay
estudios en hongos fitopatdgenos como el estudio de extractos de chiltepin (Capsicum annum
var. glabriusculum) contra Alternaria alternata y Fusarium oxysporum (Rodriguez-Maturino
et al., 2015); extractos de dos morfotipos de Raphanus raphanistrum sobre Botrytis cinerea,
Colletotrichum acutatum y Fusarium oxysporum (Sanchez-Leon et al., 2015); extractos de
tres especies de liquenes (Leptogiumcyanescens, Physcia americana y Pyxineaff. cocoes)
para evitar Rhizoctonia solaniy Phytophthora nicotianae var parasitica (Vaillant-Flores et
al., 2015).

El efecto inhibitorio de los extractos puede variar dependiendo del método de obtencién de

los extractos, los solventes con los que fueron obtenidos, el tiempo de extraccion, la cantidad
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de solvente utilizado (Bimakr et al., 2011; Bae et al., 2012; Engida et al., 2013), el método
de bioensayo, la variedad de las plantas, las diferentes partes de la planta (Kapoor et al., 2015;
Pilna et al., 2015; Ullah et al., 2016).

Enel Figura 2.2, se puede observar la imagenes de las cepas evaluadas a los 10 dias de estudio
en las que se observa, que al adicionar el extracto etilico de hoja de guayaba al medio de
cultivo este fue tomando un color mas obscuro a medida que aumentaba la concentracion, asi
mismo se puede ver que todas las cepas mostraron diferente aspecto morfoldgico al adicionar
el extracto etilico de hoja de Psidium guajava, ya que presentaron diferente color y mayor

esporulacién como si estas estuvieran en estres.
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Figura 2.2. Crecimiento micelial de seis cepas de Colletotrichum a 10 d de evaluacion con las diferentes concentraciones de extracto
etilico de hoja de Psidium guajava y los testigos de aguay etanol y el tratamiento quimico (azoxystrobin).
C
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2.6.CONCLUSION
El extracto de Psidium guajava presentd compuestos fendlicos: florizidina, quercetina,
apigenina, naringenina, galangina, entre otros. Estos compuestos provocaron un 100% de
inhibicidn de crecimiento micelial en la prueba in vitro en todas las cepas evaluadas (C.
aenigma, C. brevisporum, C. cliviae, C. gloeosporioides, C. karstii y C. truncatum) a una
concentracion de 0.25 y 0.3 pg de quercitina/mL, por lo que se mostré actividad
antifingica. Hojas de guayaba son una fuente importante de compuestos bioactivos con
el potencial como un agente antimicrobiano natural. Florizidina represento6 el 90% de los
compuestos fendlicos, por lo que estos resultados podrian ser Gtiles para el desarrollo de
fungicidas y/o como una nueva fuente de control de hongos que atacan a la papaya, la
cual sea inofensiva tanto para el hombre como para el ambiente gracias a sus compuestos

bioactivos.
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3. CAPITULDO III. Aplicacion post-cosecha de carboximetilcelulosa con extracto
de hoja de guayaba (Psidium guajava) sobre la calidad y el control de
antracnosis en papaya (Carica papaya L.)
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3.1.RESUMEN
La papaya es una fruta altamente perecedera, por lo que el control de la maduracién es
esencial para aumentar la vida util, asi como disminuir los sintomas de la antracnosis.
Una alternativa es el uso de recubrimientos comestibles biodegradables ya que tienen la
capacidad de proveer estabilidad microbiolédgica a los alimentos, ya que sirven como
acarreadores de un amplio nimero de compuestos, lo cuales incluyen agentes
antimicrobianos de origen natural como los extractos vegetales. En este trabajo se evalud
el efecto de un recubrimiento comestible a base de carboximetilcelulosa 0.5% adicionado
con extracto etanolico de hoja de guayaba (Psidium guajava) sobre la calidad y el control
de tres especies de Colletotrichum spp. En frutos de papaya cv. Maradol fueron lavadas
con agua Y jabon, desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2%, enjuagadas, secadas,
inoculadas con 50 pL de una solucién de esporas de Colletotrichum spp (6 x 10°
esporas/mL) de cada cepa estudiada (C. gloeosporioides, C. truncatum, C, brevisporum)
en una zona especifica del fruto (5 zonas por fruto y se trabajé con cuatro frutos por
tratamiento), incubados (en cdmara humeda 24 h a 25°C), cabe aclarar que la inoculacion
e incubacion solo se realizé en frutos asignados para la prueba de severidad. Las papayas
fueron sometidas a los diversos tratamientos (1: sin recubrimiento (SR), 2: con
recubrimiento sin adicion de extracto (CR), 3: con recubrimiento y adicién de extracto
(CRE)) por inmersion durante tres min, secadas y almacenadas (15°C por 12 d),
evaluando cada dos dias parametros de calidad (color, sélidos solubles totales, acidez
titulable, vitamina C, firmeza, pérdida de peso), respiracion y efecto antifingico contra la

antracnosis (indice de severidad). Los resultados mostraron que las papayas CR tuvieron
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significancia en los parametros evaluados (color, sdlidos solubles totales, acidez titulable,
vitamina C, pérdida de peso, firmeza y respiracion) con respecto a los no recubiertos (SR),
en el indice de severidad también se mostro diferencia significativa, pero fue ain mayor
en recubrimientos con la adicion de extracto (CRE). Se concluye que el recubrimiento de
carboximetilcelulosa resulto ser una buena alternativa para la preservacion de la papaya
durante los 12 d de almacenamiento, y que si a este recubrimiento se le adiciona el
extracto etanolico de hoja de guayaba los sintomas de antracnosis se ven
significativamente retardados mejorando la calidad del fruto.

Palabras clave: Recubrimiento biodegradable, Extracto vegetal, Actividad antifingica,
Colletotrichum gloeosporioides.

3.2.ABSTRACT
Papaya is a highly perishable fruit, so control of maturation is essential to increase shelf
life as well as decrease the symptoms of anthracnose. An alternative is the use of
biodegradable edible coatings since they have the ability to provide microbiological
stability to foods, as they serve as carriers of a large number of compounds, which include
antimicrobial agents of natural origin such as plant extracts. In this work the effect of an
edible coating based on carboxymethylcellulose 0.5% added with guanaba leaf extract
(Psidium guajava) on the quality and control of three species of Colletotrichum spp. in
papaya. Papayas cv. Maradol were washed with soap and water, disinfested with 2%
sodium hypochlorite, rinsed, dried, inoculated with 50 pL of a Colletotrichum spp spore
solution (6 x 105 spores / ml) of each strain studied (C. C. truncatum, C, brevisporum) in
a specific area of the fruit (5 areas per fruit and worked with four fruits per treatment),
incubated (in a humid chamber 24 ha 25 ° C), it should be clarified that inoculation and
incubation was only performed on fruits assigned for the severity test. Papayas were
subjected to the various treatments (1: uncoated (SR), 2: coated without addition of
extract (CR), 3: coated and added extract (CRE)) by immersion for 3 min, dried and stored
(Color, total soluble solids, titratable acidity, vitamin C, firmness, weight loss),
respiration and antifungal effect against anthracnose (severity index). The results showed
that CR papaya had a significant effect on the evaluated parameters (color, total soluble
solids, titratable acidity, vitamin C, weight loss, firmness and respiration) with respect to
uncoated (SR), severity index showed significant difference, but was even higher in

coatings with the addition of extract (CRE). It is concluded that the coating of
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carboxymethylcellulose proved to be a good alternative for the preservation of papaya
during the 12 days of storage, and that if this coating is added guanaba leaf ethanolic
extract the symptoms of anthracnose are significantly delayed improving the quality of
the fruit.

Key words: Biodegradable coating, Vegetable extract, Antifungal activity,
Colletotrichum gloeosporioides.

3.3.INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es una planta perteneciente a la familia Caricaceae,
cultivada en la actualidad en diferentes regiones tropicales y subtropicales del mundo. Es
un importante cultivo para el consumo en forma fresca o procesada y para uso en la
industria farmacéutica, de cuero y textil. La fruta es una buena fuente de vitaminas y
minerales, mientras que siendo baja en sodio, grasas y calorias (Annegowda y Bhat, 2016;
Hewajulige, 2016). La produccion mundial de papaya esta altamente concentrada en diez
paises principalmente, como lo es la India que es el principal productor de papaya,
seguido por Brasil, Indonesia, Nigeria, México, Etiopia, Congo, Colombia, Tailandia y
Guatemala. Los principales paises exportadores de papaya en el mundo son México,
Brasil, Malasia, India y Estados Unidos (principalmente a través de reexportaciones)
(FAOSTAT, 2016). Las principales variedades de papaya que dominan el comercio
mundial son Solo, Sunrise, Maradol, Red Lady, Linda y Tainung (Hewajulige, 2016). La
produccion de papaya en México principalmente se da en los estados de Oaxaca,
Veracruz, Chiapas, Colima, Tabasco, Yucatan y Campeche y sus principales variedades
cultivadas son la Maradol y Red Lady (SIAP-SAGARPA, 2016).

Diversos factores contribuyen a las pérdidas postcosecha de la papaya, pudiendo ser
factores bioldgicos, mecanicos, microbiologicos y fisioldgicos. Los frutos de papaya son
muy susceptibles a la invasion por ciertos hongos patégenos y bacterias debido a la alta
humedad y nutrientes. EI desarrollo de infecciones fungicas durante la fase postcosecha
puede depender de la edad fisiologica de la fruta, las lesiones mecénicas y las condiciones
de almacenamiento. Maqgbool et al., 2011; Hewajulige, 2016). La antracnosis causada por
Colletotrichum spp. es una de las principales causas de la pérdida de papaya después de
la cosecha, particularmente cuando se intenta prolongar la vida de almacenamiento. Se
sabe que los sintomas de antracnosis es una infeccién latente, el hongo infecta los frutos

inmaduros en el campo mientras que los sintomas aparecen una vez que se ha iniciado la
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maduracion. La incidencia de la enfermedad limita la vida atil del producto en los
mercados locales y de exportacion durante el proceso de maduracion, almacenamiento y
transporte (Magbool et al., 2011; Hamzad et al., 2013; Maeda y Nelson, 2014;
Hewajulige, 2016).

Por otro lado, la maduracion de la papaya es muy rapida; sin embargo, en esta es donde
el fruto alcanza su color deseable, sabor, calidad, naturaleza sabrosa y otras caracteristicas
texturales; pero conduce al fruto al envejecimiento fisiologico, cambios bioquimicos y
deterioro microbiano (Annegowda y Bhat, 2016; Hewajulige, 2016).

Hay varios procedimientos para prolongar la vida util de las frutas tropicales:
refrigeracion, métodos quimicos (Madani et al., 2014; Ayon-Reyna et al., 2017),
tratamientos con agua caliente (Kechinski et al., 2012; Ayén-Reyna et al., 2017), uso de
agentes bio-control (Lima et al., 2013; Landero-Valenzuela et al., 2015), uso de
irradiacion (Rashid et al., 2015), uso de ozono (Ong et al., 2014; Ong y Ali, 2015);
atmosferas modificadas y controladas dentro de ellas se encuentra el uso de
recubrimientos polimericos-comestibles-biodegradables (Ali et al., 2011; Bautista-Bafios
etal., 2013), entre otros. Los tratamientos de agua caliente en combinacion con fungicidas
sintéticos generalmente se usan para reducir la incidencia de enfermedades postcosecha
en diversas frutas y hortalizas. Sin embargo, los tratamientos térmicos afectan la calidad
nutricional y las propiedades sensoriales, mientras que el uso continuo de fungicidas
sintéticos puede conducir al desarrollo de cepas resistentes a fungicidas del patogeno.
Ademas, los residuos de fungicidas presentes en la superficie frutal pueden suponer
graves amenazas para los consumidores y el medio ambiente. Esto ha impulsado el
desarrollo de enfoques no peligrosos para controlar la antracnosis postcosecha en las
frutas tropicales importantes la papaya (Bosquez-Molina et al. 2010; Magbool et al.,
2011; Hamzah et al., 2013).

Uno de los métodos con potencial para conservar la vida postcosecha de frutas y
hortalizas destinadas al consumo en fresco lo constituye el uso de envases activos, los
cuales interaccionan de una forma activa pudiendo incorporar sustancias al contenido del
envase 0 absorbiendo componentes desde el contenido con el objeto de mejorar su calidad
y aceptabilidad. Dentro de los envases activos se encuentran los recubrimientos
comestibles que pueden servir como vehiculos para un amplio rango de aditivos con la
finalidad de proporcionar mayores atributos como es el control de microorganismos
(Tavassoli-Kafran et al., 2016).
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Los recubrimientos comestibles se utilizan principalmente para mejorar la apariencia de
los alimentos se ha encontrado aplicacion en productos alimenticios frescos y procesados,
frutas y verduras, quesos, carne, salchichas y productos de panaderia, ya que pueden
proporcionar barreras selectivas contra la respiracion, la pérdida de humedad y la
descomposicion (Magbool et al., 2011; Kurek et al., 2017; Alsaggaf et al., 2017). Ademas,
los recubrimientos también proporcionan méas ventajas que los materiales sintéticos en
términos de comestibilidad, biocompatibilidad, no toxicos y de bajo costo (Bonilla et al.,
2012; Azeredo y Waldron et al., 2016). Actualmente, la investigacion ha llevado al
desarrollo de nuevos enfoques respetuosos con el medio ambiente basados en polimeros
biodegradables, que no sélo convierten los subproductos de las industrias alimentarias en
componentes formadores de pelicula de valor agregado. Sino también reducir los
requisitos de envasado (Magbool et al., 2011; Bonilla et al., 2012; Galus y Kadzinska,
2015; Azeredo y Waldron et al., 2016; Kurek et al., 2017).

El desarrollo de recubrimientos comestibles debe cumplir varios requisitos deben: ser
resistentes al agua y estables durante el almacenamiento en frio; no causar agotamiento
de O, 0 acumulacién excesiva de acumulacion de CO2; ser minimamente permeable al
vapor de agua; poseer buenas propiedades mecanicas; tener estabilidad biogquimica,
fisicoquimica y microbiana; mejorar el brillo y la apariencia del producto; no debe ser
pegajoso y tener buen funcionamiento de sequia; mantener la calidad de los productos sin
revelar olores no deseados; seguridad, naturaleza no contaminante; tecnologia simple;
tener baja viscosidad; ser translucidos y ser econémico (Varela y Firtman, 2011; Vieira
etal., 2011; Arnon et al., 2014 y 2015; Salgado et al., 2015).

Diversos tipos de polimeros mas cominmente utilizados, ya sea en forma de polimeros
unicos o compuestos, para la preparacion de peliculas comestibles son lipidos, proteinas
y polisacaridos. Ejemplos de polimeros lipidicos son goma laca, ceras y ésteres de acidos
grasos y ejemplos de proteinas son gelatina, caseina, proteina de soja y zeina. El almidon,
la pectina, la celulosa, el alginato y el carragenano son ejemplos de polisacaridos (Cazon
etal., 2017; Kurek et al., 2017; Nawab et al., 2017)

Sin embargo, carboximetilcelulosa (CMC) es una de las principales composiciones de
material de embalaje (pelicula de hidrogel), se encuentra en la lista de biopolimeros
naturales (quitina, quitosano, celulosa, almidon, etc.) es la mas abundante y renovable
biopolimero en el mundo (Roy et al., 2012), ademéas de que se ha utilizado en varios

estudios aplicados en la calidad de Bambd, en frutos citricos, en guayaba minimamente
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procesada, entre otros productos (Badwaik et al., 2013; Arnon et al., 2014; Forato et al.,
2015; Choulitoudi et al., 2016, 2017; Lutfi et al., 2017; Shin et al., 2017).
La incorporacion de probioticos en peliculas comestibles y revestimientos se ha propuesto
como una tecnologia emergente que ha generado una serie de estudios en la dltima
década. Las peliculas probioticas y los recubrimientos se considerardn como materiales
bioactivos, en el sentido de que pueden promover beneficios para la salud para el
consumidor, debido a sus posibles propiedades probioticas. De forma concomitante, las
peliculas y revestimientos probioticos también pueden considerarse activos, en el sentido
de que pueden promover un papel activo en la extension de la estabilidad alimentaria, que
se basa en la premisa de que compuestos biactivos presentan efectos competitivos contra
microorganismos deteriorantes (Zeng et al., 2013; Chen et al., 2016; Espitia et al., 2016;
Ozvural et al., 2016).
Los recubrimientos con la adicién de extractos Gltimamente han tenido gran estudio:
CMC con extracto de Impatiens balsamica en naranja (Zeng et al., 2013), pululano con
extracto de albahaca en manzana (Synowiec et al., 2014), pululano con extracto de
Bergenia crassifolia en pimienta (Krasniewska et al., 2015), alginato con extracto de
Ficus hirta en mandarina (Chen et al., 2016), quitosan con extracto de olivo en manzana
(Khalifa et al., 2017), goma arabiga con extracto de Tulsi en guayaba (Murmu y Mishra,
2017), CMC con extracto de moringa en aguacate (Tesfay y Magwaza, 2017).
El extracto de hojas de guayaba contiene numerosos compuestos polifendlicos
(triterpenoides, flavonoides, taninos, carotenoides y otros compuestos quimicos) (Laily
etal., 2015; Morais-Braga et al., 2016) que han demostrado diversos efectos, uno de ellos
es su actividad antimicrobiana (Farjana et al., 2014; Dubey, 2016; Morais-Braga et al.,
2016; Soliman et al., 2016) por lo que su adicion a un recubrimiento podria resultar
positivo para su aplicacion.
Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de un recubrimiento comestible
a base de carboximetilcelulosa adicionado con extracto etanélico de hoja de guayaba
(Psidium guajava) sobre la calidad y el control de tres especies de Colletotrichum spp. en
papaya cv Maradol.

3.4.MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Obtencion de extractos
Hojas jovenes aparentemente sanas de P. guajava fueron colectadas de una propiedad

privada ubicada en Pino Suarez, Zontecomatlan, Veracruz-México (20.7315985,-
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98.3765157,14z), mismas que se transportaron en bolsas de papel al Laboratorio de
Postcosecha de la Universidad Nacional Autdbnoma de México. Las hojas fueron secadas
a temperatura ambiente por tres dias, trituradas hasta un tamafio de particula de 0.83 mm
y almacenadas a temperatura ambiente en un frasco de vidrio cerrado herméticamente.
La obtencidén de los extractos de hojas de guayaba se baso en el método de extraccion
ultrasénica desarrollado por Fernandes et al. (2014), con modificaciones. Una porcién de
5g del material vegetal seco y pulverizado se coloco en un matraz de 100mL y se adiciond
25mL de la solucién extractora (etanol:agua 70:30% v/v), posteriormente, se realizo la
extraccion ultrasonica (35 KHz) por 60 min y se procedio a filtrar por gravedad, a través
de papel de filtro Whatman No. 1 que se lavo con 5mL de solucion extractora. El extracto
se aford con la solucion extractora a 25mL y se conservo en un frasco &mbar, cabe aclarar

que el extracto se realizaba cada vez que se iba a utilizar.

3.4.2. Elaboracion de recubrimiento
El recubrimiento se realizd mediante una mezcla del polisacarido (CMC 0.5%),
plastificante (glicerol 1%), emulsificante (Tween 80 0.5%) y extracto etandlico de hoja
de guayaba (300 ppm). La dispersién se realizé con un homogeneizador (Wiggen Hauser
D-500), velocidad 3 durante 5 min.

3.4.3. Aplicacion de recubrimientos
Las frutas de papayas cv. Maradol en estado de maduracion Y. verde procedentes de
Oaxaca y fueron llevadas al centro de Asimilacion Tecnoldgica de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, donde se lavaron y desinfectaron (con cloro a 200 ppm),
enjuagaron (con agua esteril), secaron (con toallas esteriles). De aqui se dividieron en dos
lotes: 1) frutos no inoculados (control) y 2) frutos inoculados con 50puL de una solucion
de esporas de 60+10x10"4 esporas/mL para los hongos evaluados (Colletotrichum
brevisporum, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum truncatum) en una zona
especifica del fruto (cinco zonas por fruto y se trabajé con cuatro frutos por tratamiento),
se incubaron (24h a 25°C en camara himeda), después todos los frutos de los dos lotes
fueron recubiertos (por inmersion por 3min) y finalmente se secaron (con aire por 30min),
se almacenaron a 13°C por 10 d. A los frutos no inoculados se les evalu6 parametros de
calidad (color, solidos solubles totales, acidez, vitamina C, firmeza, pérdida de peso) y

parametro fisioldgico (respiracion), a los inoculados se les evaluo el efecto antifungico
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contra la Antracnosis (indice de severidad), parametros quimicos (fenoles) y actividad

enzimatica (Poligalacturonasa).

3.4.4. Parémetros de calidad
La determinacion del color se llevd a cabo con un colorimetro (CM-600d, Konica
Minolta) mediante el sistema Hunter Lab, reportando valores de luminosidad (L)
(McGuire, 1992). Los sélidos solubles totales se midieron con un refractémetro digital
(Atago, 211), los resultados se expresaron en °Brix. La acidez por titulacion, expresando
los resultados en porcentaje. La vitamina C se cuantifico con un método volumétrico, con
la titulacidn de &cido ascorbico presente en la muestra con 2-6 dicloindofenol, el resultado
se expresd en mg de acido ascorbico/100 g de muestra. La firmeza se determino con un
penetrometro manual (Tr, FT327) expresando los resultados en Newtons (N) (AOAC,
1999). La pérdida peso se midi6 por método gravimétrico, expresando los resultados

como porcentaje de pérdida de peso (%).

3.4.5. Respiracion
La respiracién fue determinada tomando en cuenta la produccion de CO2 generado por
los frutos de papayas utilizando un sistema cerrado (los frutos fueron colocados dentro de
recipientes sellados durante una hora), posteriormente se midié la acumulacion de CO>
acumulada con el analizador de gases (Analyzer Nitec). El resultado se expres6 en mg
CO2/kg peso fresco (Kader, 2002).

3.4.6. Efecto antifuingico
La gravedad de la enfermedad se midi6 como porcentaje de la superficie del fruto con
sintomas de antracnosis. Para la incidencia y severidad de la enfermedad, se utilizaron
cinco repeticiones con seis frutos por replicacion. Cada repeticion consistié en un circulo
marcado en el fruto, y se trabajaron con seis frutos. Los datos de incidencia de la
enfermedad se presentaron como el porcentaje de fruta que mostré antracnosis del nimero
total de frutos en cada tratamiento, el inicio de esta prueba se considerd a partir de que
comenzaban los signos caracteristicos de los sintomas de antracnosis (Magbool et al.,
2011; Bill et al., 2014), mientras que la severidad de los sintomas de la enfermedad
(porcentaje de severidad) se utilizé una escala de seis puntos (0-no dafiado, 1: 1>20%, 2:
20>40%, 3: 40>60%, 4: 60>80, 5: 80>100, 6: 100%, cada circulo representaba una réplica
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y cada uno de ellos s multiplico por el dafio observado (Zavala-Leo6n y Jairo-Cristobal,
2012).

3.4.7. Contenido de fenoles
El contenido de fenoles se determin6 con un método colorimétrico (Folin y Ciocalteu,
1927). Solo se determiné en la piel del fruto de papaya no infectada e infectada con las
tres especies de Colletotrichum evaluadas (C. brevisporum, C. gloeosporioides, C.
truncatum). Se realizd una curva patron previo con &cido galico, agua destilada, folin-
ciocalteu y Na;COs y la lectura se llevd a cabo en un espectrofotometro (Thermo
Spectronic Genesys 10 uv) con una absorbancia de 765 nm. Para leer el extracto se
agregaron en un tubo de ensaye todos los reactivos antes mencionados, con excepcion del
acido galico que fue sustituido por el extracto obtenido previamente. Los resultados se

expresaron en mg &cido galico/ mL de extracto.

3.4.8. Actividad enzimatica de poligalacturonasa
La actividad enzimética de poligalacturonasa fue determinada por cuantificacion
espectrofotométrica de los azucares reductores generados tras la acciéon de la enzima
sobre el acido poligalacturdnico por el método de Nelson (1944) modificado por Somogyi
(1952). Al igual que el contenido de fenoles, ésta fue cuantificada en piel de papaya no
infectada e infectada con las tres especies de Colletotrichum evaluadas (C. brevisporum,
C. gloeosporioides, y C. truncatum). Como punto de partida para la medida de actividad
se tomaron unas condiciones generales de acuerdo a lo encontrado en la literatura
(Srivastava y Dwivedi, 2000). La técnica fue la siguiente: la mezcla de reaccion contenia
125 pL de acido poligalacturénico al 1.25% (v/v), preparado en buffer acetatos 200 mM
pH 4.5, 95 pL de agua destilada y 30 pL de extracto enzimatico, para un volumen final
de 250 pL. Los componentes de la mezcla fueron previamente incubados y la mezcla de
reaccion se incubd a 37 °C por 5h. Al cabo de este tiempo se detuvo la reaccion por
calentamiento en un bafio de agua a ebullicion. Se realizaron blancos de enzima, sustrato
y buffer sometiéndolos a las mismas condiciones de la mezcla de reaccién. La formacion
de azucares reductores fue calculada usando D-glucosa como patrén de cuantificacion,
una unidad (U) de la enzima cataliza la liberacién de una nmol de acido galacturénico en
1 s en las condiciones de ensayo. La actividad especifica fue expresada como U por mg

de proteina.
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3.4.9. Andlisis estadistico
Los tratamientos se organizaron en un disefio completamente al azar. Los resultados se

sometieron a un anélisis de varianza (ANOVA) y una comparacion de medias con la
prueba de rango mdaltiple Tukey con un nivel de significancia de 0.05% por medio del

programa estadistico SAS version 20,0.

3.5.RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1. Parametros de calidad

Los parametros de calidad: luminosidad, sélidos solubles totales y vitamina C, tuvieron
una tendencia a aumentar con respecto al tiempo de almacenamiento y hubo diferencia
significativa (P < 0.05) en cada uno de ellos. El aumento que tuvieron los frutos
recubiertos (CR) del dia inicial al dia doce fue de 16.1, 15.8 y 32.5%, respectivamente y
los no recubiertos (SR) fue de 14.8, 28.4 y 14.3%, respectivamente; ademas de que los
valores fueron mayores en las papayas CR que en las SR (Figura 3.1).

Con estos resultados se pudo observar que los frutos recubiertos tuvieron un retado en su
maduracion, tal y como se obtuvo en el trabajo de Ali et al., (2011) y Chen et al., (2016).
El efecto que el recubrimiento tiene sobre los frutos se puede deber principalmente a las
propiedades de barrera que este presenta (permeabilidad al O, y al agua), ya que al
mantener el oxigeno lejos del fruto, genera una atmosfera modificada, que ralentizaron la
maduracion, pero no cesa por completo y no perjudica la capacidad del fruto para
madurar. Aunque hay autores como Zeng et al., (2013) y Arnon et al., (2014) que
mencionan que el uso de recubrimientos no provoca efectos deletéreos sobre la calidad
de las frutas evaluadas.

Los cambios mostrados en los resultados se pudieron deber al efecto de la maduracion
que el fruto esta presentando (Rashid et al., 2015). En el caso de la luminosidad los
resultados indicaron que la cascara de la papaya se fue aclarando, ya que el valor de L*
fue aumentando. Los valores de luminosidad obtenidos fueron similares a los
determinados por Ali et al., (2011) y Hamzah et al., (2013). EI cambio de color en la fruta
fresca es un indicador de calidad, asi mismo indica la maduracion y la posible vida util
del fruto. El proceso de maduracion de la papaya involucra degradacion de clorofila y
sintesis de pigmentos carotenoides. La degradacion de la clorofila puede deberse a tres
factores posibles ya sea individualmente o en secuencia (Wills et al. 2007). Estos factores
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son cambios de pH (debido a fugas de acido organico de las vacuolas), sistemas
oxidativos y clorofilasas. Todos estos posibles mecanismos de accién se aceleran a
medida que avanza el proceso de respiracion y maduracion (Ali et al., 2011; Hamzahd et
al., 2013).
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Figura 3.1. Cambios en la luminosidad (A), sélidos solubles totales (B), acidez (C) y
contenido de acido ascorbico (D) en frutos de papaya cv. Maradol sin recubrimiento
(SR) y con recubrimiento de carboximetilcelulosa al 0.5% (CR) durante su
almacenamiento a 15°C y 85% de HR.

El aumento de la acidez se explica por la formacién de &cido galacturénico en el proceso
de degradacion de la pared celular durante la maduracién. En el climaterio ocurren
reacciones relacionadas con la maduracion y la senescencia y en estas a su vez, la
liberacion de &cidos organicos que pueden aumentar la acidez. Por otra parte, la
disminucion de la acidez de la fruta se debe probablemente a la reduccién de la actividad
metabolica durante el climaterio hay consumo de acidos organicos, ya que la fruta no

tiene reservas de almidon (Wills et al. 2007).
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3.5.1.1. Firmeza
La firmeza fue un pardmetro fisiologico afectado positivamente con la aplicacion de
recubrimiento de CMC 0.5 %, ya que mostré tener 34% menos pérdida de firmeza en
comparacion con los SR a los doce dias de evaluacion, mostrandose asi diferencia
significativa (P < 0.05) en la firmeza de los frutos evaluados; sin embargo, esta tendio a

disminuir con respecto al tiempo de almacenamiento (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Evolucion de firmeza de papaya cv Maradol sin recubrimiento (SR) y con
recubrimiento de carboximetilcelulosa al 0.5% (CR) su almacenamiento a 15°C y 85%
de HR. Las barras verticales representan + desviacion estandar de 6 frutos.

El cambio en la firmeza es uno de los principales indicadores para juzgar la calidad de la
fruta y esta estrechamente afectado por la maduracién. La reduccion de la textura de la
fruta puede ocurrir a través de dos posibles mecanismos de accion. El primer mecanismo
se debe a la descomposicion de los carbohidratos poliméricos que ocurre durante la
maduracion y que provocan el debilitamiento de las paredes celulares, pérdida de
integridad de la membrana, hidrdlisis de celulosa y hemicelulosa, asi como
despolimerizacién de pectina y almiddn, que se catalizan por la accion de varias enzimas,
incluyendo la poligalacturonasa, la pectina metilsesterasa, la pectato liasa, la
Rhamnogalacturonasa, la b-galactosidasa y la celulasa, que disminuye la cohesion celular
por desorden celular y degradacion de la pectina (Wills et al., 2007). El segundo
mecanismo que contribuye a la pérdida de firmeza del fruto esta relacionado con la
pérdida de agua por la transmision del vapor de agua que causa pérdida en la turgencia
celular (Garcia y Barret, 2002). A pesar de que el recubrimiento proporciona sélo una
baja proteccion contra la transmision de agua, puede proporcionar proteccion temporal

contra la pérdida de humedad absorbiendo agua y actuando, asi como un agente de
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sacrificio en vez de una barrera (Hamzahd et al., 2013; Fagundes et al., 2015; Galus y
Kadzinska, 2015; Tesfay y Magwaza., 2017).

Es probable que la composicion gaseosa de Oz més baja y un mayor porcentaje de CO:
en los frutos recubiertos limiten las actividades de las enzimas oxidantes, lo que permite
retener la firmeza durante el almacenamiento posterior a la cosecha (Tesfay y Magwaza,
2017).

Con los resultados sugieren que la aplicacion de recubrimiento retraso la maduracion del
fruto de papaya, resultando en fruta mas firme y concordando con los resultados de Ali et
al. (2011); Bautista-Bafos et al., (2003) y Hamzah et al. (2013), donde papayas
recubiertas tuvieron una retencion en la firmeza con respecto a las no tratadas. El efecto
de los recubrimientos sobre la firmeza de la fruta no es exclusivo de la papaya y se ha
informado previamente en otras frutas, donde la fruta recubierta redujo las actividades de
las enzimas macerantes como la poligalacturonasa, pecata liasa y celulasa, manteniendo
la firmeza de los frutos analizados (Arnon et al., 2015; Tesfay y Magwaza., 2017; Khalifa
etal., 2017).

La pérdida de firmeza durante la comercializacion afecta negativamente a la calidad de
la fruta, por lo que la aplicacion de recubrimientos provoca la retencion de la firmeza y
por consecuencia se reduce la velocidad de reblandecimiento, lo que se convierte en un
tratamiento ventajoso para prolongar la vida Gtil y reducir las pérdidas postcosecha

(Tesfay y Magwaza, 2017).

3.5.1.2. Pérdida de peso

La pérdida de humedad del fruto resulta del déficit de presion de vapor entre la atmosfera
menos saturada y el fruto, que esta cerca de la saturacién con agua (Tesfay y Magwaza.,
2017).

Encontrandose en el presente trabajo una pérdida de peso del 16 y 18% para frutos CR y
SR, respectivamente, teniendo que a los doce dias de evaluacion los frutos CR mostraron
12% menos pérdida de peso con respecto a los SR, por lo que hubo diferencia significativa
(P <0.05) en la pérdida de peso de los frutos evaluados (Figura 3.3).

Los resultados observados en el presente estudio tambien estan de acuerdo con Zeng et
al. (2013); Arnon et al. (2015) y Tesfay y Magwaza, (2017) demostraron que la CMC

retarda la pérdida de humedad en las frutas que ellos estudiaron. Otros recubrimientos
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con la adicion de extracto también han mostrado retener la pérdida de peso (Krasniewska
etal., 2015; Chen et al., 2016; Khalifa et al., 2017; Murmu y Mishra, 2017).
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Figura 3.3. Evolucidon de pérdida de peso de frutos de papaya cv. Maradol sin
recubrimiento (SR) y con recubrimiento de carboximetilcelulosa al 0.5% (CR) durante
su almacenamiento a 15°C y 85% de HR. Las barras verticales representan + desviacion
estandar de seis frutos.

La transpiracién es un factor es crucial para preservar la fruta, una gran pérdida de peso
en relacion al peso inicial deprecia el valor de la apariencia de los frutos, debido a que
presentan una superficie arrugada. La papaya se comercializa por unidad de peso, y la
pérdida del mismo resulta en menor rendimiento. La pérdida de peso por encima del 5 %
es suficiente para el deterioro de las papayas y con frecuencia esta pérdida es negligencia
de la cadena de comercializacion.

Sin embargo, la pérdida de peso, puede deberse a la aplicacién del mismo recubrimiento,
ya que depende de los ingredientes con los que es elaborado para presentar caracteristicas
adecuadas, de no ser asi, se pueden tener resultados contraproducentes, tal es el caso de
tomates cherry recubiertos con propionato de sodio y carbonato de potasio en los que
hubo un aumenté la pérdida de peso en comparacion con las muestras no recubiertas
(Fagundes et al., 2015).

El efecto que pueden tener los recubrimientos se puede deber a la barrera de humedad
intrinseca que este tiene, pero también a sus propiedades mecanicas que podrian afectarse
durante el almacenamiento prolongado de la fruta. El rendimiento del recubrimiento se
ve afectado por la distribucion que este tiene sobre la superficie del fruto, especialmente
si forma una capa continua o penetra en los poros, por la morfologia de la piel del fruto
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(presencia de pelos, espesor y tipo de cuticula, nimero de estomas, lenticelas e incluso
grietas en las lenticelas), por las propiedades fisicas del recubrimiento tales como tension

superficial y viscosidad (Fagundes et al., 2015; Ali et al., 2011).

3.5.2. Respiracion

La tasa de respiracién es un indicador importante de la actividad metabolica y proporciona
una indicacion inicial de la posible vida Gtil de los productos horticolas (Chen et al., 2016)
y los frutos climatéricos como la papaya se caracterizan por un aumento en la respiracion
durante la maduracion (Ong et al., 2014).

En el presente estudio, encontramos que el recubrimiento de CMC aumentd
significativamente los niveles de CO:z en la atmosfera interna de las papayas, también se
mostro un retardo del punto climatérico dos dias después en las papayas CR con respecto
a las SR (Figura 3.4), lo que indic6 un aumento en la actividad metabdlica del fruto.

Respiracion (mg de CO,/Kg
de PF*H)

Tiempo de almacenamiento (Dias)
——SR -o-CR

Figura 3.4. Evolucion de la respiracion de frutos de papaya cv. Maradol, sin
recubrimiento (SR) y con recubrimiento de carboximetilcelulosa al 0.5% (CR) durante
su almacenamiento a 15°C y 85% de HR. Las barras verticales representan + desviacion
estandar de seis frutos.

Los resultados observados en este documento son similares a los reportados en otros
estudios, donde se ha demostrado que la respiracion aumenta con la aplicacion de
recubrimientos (Arnon et al., 2014; Murmu y Mishra, 2017). Sin embargo, hay autores
(Chen et al., 2016; Tesfay y Magwaza, 2017) que muestran lo contrario, mencionando

que la respiracion disminuye con el uso de recubrimientos.
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Debido a la discrepancia entre resultados, uno de los principales problemas en el
desarrollo de recubrimientos comestibles es su efecto negativo en la permeacion de los
gases Yy la consecuente modificacion de la atmosfera interna del fruto, lo que resulta en la
acumulacion de CO; y en la estimulacion de la respiracion anaerobica (Ali et al., 2011;
Arnon et al., 2014).

Idealmente, el efecto de los revestimientos sobre la respiracion de los productos horticolas
esta relacionado con su capacidad para crear una barrera a la difusion de O a través del
recubrimiento, lo que se traduce en tasas de respiracion mas bajas en los frutos
recubiertos. Sin embargo, la capacidad para crear esta barrera de O> depende en gran
medida de la cantidad y naturaleza de los ingredientes menores en la formulacion de
revestimiento. Ingredientes adicionales, como antioxidantes o aditivos alimentarios

antimicrobianos, pueden modificar su eficacia (Fagundes et al., 2015).

3.5.3. Severidad e incidencia

La incidencia de los sintomas de antracnosis presentd una tendencia ascendente con
respecto al tiempo de estudio (Figura 3.5), se observo un 100% de incidencia a los seis
dias de evaluacion en las papayas que no fueron recubiertas (SR), mientras que las
recubiertas (CR) tuvieron un retraso de dos dias y finalmente a los doce dias de evaluacion
las papayas recubiertas con adicion de extracto de hoja de guayaba (CRE) redujo
significativamente 80% menos incidencia que los tratamientos antes mencionados, este
resultado ocurri6 en las tres especies de Colletotrichum evaluadas.

En el presente trabajo, se encontrd que la adicion de extracto de hoja de guayaba tuvo un
efecto fungistatico y no fungida debido a que el crecimiento fngico que so6lo se inhibid,
pero no se evitd completamente. Esto puede deberse a la lenta y gradual difusiéon del
agente antimicrobiano desde el revestimiento sobre la superficie de las frutas y hortalizas.
(Krasniewska et al., 2015).
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Figura 3.5. Evolucion de incidencia de la antracnosis ocasionada por tres especies de
Colletotrichum en frutos de papaya cv. Maradol. A) C. brevisporum, B) C.
gloeosporioides y C) C. truncatum, con diferentes tratamientos: sin recubrimiento (SR),
con recubrimiento de carboximetilcelulosa al 0.5% (CR) y con recubrimiento mas
adicién de 300ppm de extracto de hoja de guayaba (CRE). Las barras verticales
representan + desviacion estandar de seis frutos.

En la severidad de dafio se presentd que la especie de C. gloesporioides fue la cepa que

ocasiono la mayor severidad en los frutos sin recubrir, seguida de C. truncatum y C.
brevisporum (Figura 3.6 y 3.7). Con respecto a los tratamientos en las tres especies se
observd que la severidad de las papayas recubiertas (CR) fue significativamente 20%
menor en comparacién con los frutos sin recubrir (SR), y 73% aln menos para los frutos
recubrimientos con la adicion de extractos (CRE).

En otros estudios, como el uso de CMC con extracto de Impatiens balsamica en naranja
(Zeng et al., 2013) el uso de otros recubrimientos con la adicion de diversos extractos en
otros frutos (Bill et al., 2014; Guerra et al., 2015; Krasniewska et al., 2015; Chen et al.,
2016; Khalifa et al., 2017) y el uso de otros recubrimientos con la adicion de aceites
esenciales en papaya (Magbool et al., 2011; Bosquez-Molina et al., 2010), se ha
observado un efecto fungistatico selectivo similar al mostrado en el presente trabajo, que
puede deberse a la actividad fungicida de los diversos extractos evaluados en cada uno de
los trabajos, asi mismo, si se estuviera trabajando con la misma especie vegetal habria
diferencias asociadas a diversos factores como el disolvente utilizado, el 6rgano vegetal,
la estacion de cosecha, las condiciones climaticas, la concentracion utilizada, el método

de extraccion entre otras (Zeng et al., 2013).
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Figura 3.6. Evolucion de severidad de dafio de la antracnosis de tres especies de
Colletotrichum en frutos de papaya cv. Maradol. A) C. brevisporum, B) C.
gloeosporioides y C) C. truncatum, con diferentes tratamientos: sin recubrimiento (SR),
con recubrimiento de carboximetilcelulosa al 0.5% (CR) y con recubrimiento mas
adicién de 300ppm de extracto de hoja de guayaba (CRE). Las barras verticales
representan + desviacion estandar de seis frutos.

En el presente estudio, se obtuvo efecto sinérgico con la combinacion de
carboximetilcelulosa con la adicion de extracto de hoja de guayaba a diferencia del trabajo

de Bautista-Barios et al., (2003) en el que no se mostro este mejoramiento para controlar
la antracnosis evaluada utilizando quitosan.

Figura 3.7. Seguimiento fotografico del efecto de tres tratamientos (sin recubrimiento
(SR), con recubrimiento de carboximetilcelulosa al 0.5% (CR) y con recubrimiento mas
adicién de 300ppm de extracto de hoja de guayaba (CRE)) sobre la incidencia y
severidad de antracnosis ocasionada por tres especies de Colletotrichum (C.
brevisporum, C. gloeosporioides, C. truncatum,) en frutos de papaya cv. Maradol.
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El extracto de hoja de guayaba en otros trabajos ha mostrado tener efecto antimicrobiano
(De Aratjo et al., 2014; Farjana et al., 2014; Fernandes et al., 2014; Thirunavukkarasu-
Santhoshkumar et al., 2014; Dubey, 2016; Morais-Braga et al., 2016; Soliman et al.,
2016);

Con los resultados obtenidos se puede pensar que el efecto que tuvo el extracto etilico
sobre los hongos evaluados pudo ser atribuido a los polifenoles presentes en el mismo.
La actividad antimicrobiana de extractos de plantas depende del contenido y tipo de
compuestos fendlicos y flavonoides (Karim et al., 2017). Los terpenos estan involucrados
en el rompimiento de la membrana a través de los compuestos lipofilicos; o que los
alcaloides se intercalan en la doble cadena del ADN y/o pueden penetrar la membrana
plasmatica combindndola y precipitando las proteinas protoplasmaticas y
desnaturalizandolas y a que las lectinas y polipétidos pueden formar canales idnicos en la
membrana microbiana, lo que conduce a la produccion de cantidades elevadas de H20>
(Pérez et al., 2011; De Aradjo et al., 2014).

Por lo tanto, la aplicacién de recubrimiento con CMC al 0.5% y con la adicion de extracto
de hoja de guayaba permite prolongar la vida atil y mejorar la calidad de la papaya durante

el almacenamiento.

3.5.4. Contenido de fenoles

El contenido de fenoles en los diferentes tejidos evaluados tuvo un ascenso en la primera
mitad de estudio (seis dias) para después descender (Figura 3.8), asi mismo en esa primera
mitad de evaluacién, el tejido no infectado presentd significativamente el mayor
contenido de fenoles. Sin embargo, al final del experimento, el tejido infectado con C.
truncatum mostré diferencia significativa (P < 0.05) con el tejido no infectado.

Este incremento se pudo deber a la descomposiciéon celular que libera compuestos
fendlicos que estan expuestos a la oxidacion enzimética (Macheix y Fleuriet, 1990).

En el trabajo de Khalifa et al., (2017), se determinaron los fenoles a tejido recubierto y
estos mencionan que el recubrimiento podria funcionar como barreras protectoras en la
superficie de los frutos para reducir el suministro de oxigeno y a su vez disminuir el
contenido de fenoles y que estos podrian ser aumentados también con la adicion de los

extractos como componente basico de los recubrimientos.
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Figura 3.8. Evolucidn del contenido de fenoles presente en la piel de frutos de papapa
cv. Maradol. Piel no infectada e infectada con tres especies de Colletotrichum (C.
brevisporum, C. gloeosporioides, C. truncatum). Las barras verticales representan +
desviacion estandar de seis frutos.

3.5.5. Actividad enziméatica de exo-poligalacturonasa (Exo-PG)
La enzima poligalacturonasa esté relacionada con el ablandamiento de los frutos, y como
se sabe, uno de los efectos de los sintomas de la antracnosis es el debilitamiento de la piel
del fruto, a causa de la presencia de Colletotrichum spp, sobre la piel del fruto.
Los resultados mostraron que la Exo-PG descendio en un 90% a los doce dias de
evaluacion con respecto a la actividad inicial, tanto para tejido no infectado como para el
infectado, sin haber significancia de esta al final de la evaluacion (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Evolucion de la actividad de Exo-Poligalacturonasa presente en la piel de
frutos de papapa cv. Maradol. Piel no infectada e infectada con tres especies de
Colletotrichum (C. brevisporum, C. gloeosporioides, C. truncatum). Las barras

verticales representan + desviacion estandar de seis frutos.
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Autores como Zeng et al., (2013) y Chen et al., (2016), han evaluado otras enzimas como
peroxidasa (POD), superdxido dismutasa (SOD), quitinasa (CHI); pB-1,3-glucanasa
(GLU), Fenilalanina amonio liasa (PAL), para conocer los cambios bioquimicos que se
generan por la adicion de los recubrimientos, ya que los datos de la literatura indican que
la resistencia sistémica inducida puede ser provocada por la aplicacion exogena de
diversos compuestos quimicos y bioldgicos (Zeng et al., 2013).

3.6.CONCLUSION
El recubrimiento de carboximetilcelulosa al 0.5% mostré ser un material conservante de
papaya cv. Maradol, ya que mantuvo los parametros de calidad (color, firmeza, pérdida
de peso, vitamina C, acidez titulable y solidos solubles totales). La adicion de extracto
etanolico de hoja de guayaba también presentd resultados benéficos contra los sintomas
de antracnosis, por lo que este recubrimiento es prometedor como alternativa a los
fungicidas sintéticos para ser utilizado en aplicaciones comerciales postcosecha para
prolongar la vida de almacenamiento de la papaya, ya que es un tratamiento alternativo

natural y seguro.
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4. CAPITULO IV. Efecto inhibitorio de extractos etilicos de plantas
medicinales de Brasil en el control in vitro de Colletotrichum sp.
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4.1. RESUMEN

La severidad de la antracnosis causada por el hongo del género Colletotrichum en los
frutos ha llevado a los productores a realizar aplicaciones de fungicidas y en muchas
ocasiones sobre dosificaciones, causando contaminacién ambiental, por lo que el uso de
extractos de plantas con propiedades fungicidas o fungiestaticas puede considerarse como
una alternativa en el control de dicha enfermedad y sustitucion de tratamientos quimicos.
Por lo que el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad antifangica de
cinco plantas medicinales de uso frecuente en Brasil (Annona muricata, Azadirachta
indica, Baccharis trimera, Guarea trichilioides, Zingiber officinale) de forma In vitro
sobre Colletotrichum sp. para el control de la antracnosis. En la obtencién de extractos
se utilizaron hojas de dichas plantas y se obtuvieron por el método de maceracion, la cual
consistié en mezclar 15 g de tejido vegetal con 25 mL de etanol al 70 %, dicha mezcla se
dejo reposar por 24 h a 21 °C y su actividad antiflngica se realiz6 con el método de
microdilucién-difusion en agar, probando cinco concentraciones del extracto (0, 50, 100,
150 y 200 ppm) contra Colletotrichum sp. previamente aislado e identificado de frutos
de papaya. El extracto de hojas de guanabana (A. muricata) presentd el mayor contenido
de fenoles y provocé la mayor actividad antimicrobiana sobre Colletotrichum sp., a una
concentracion de 200 ppm de este mismo extracto ya que se obtuvo el 100% de inhibicién
del mismo hongo, por lo que se sugiere que estas hojas son una fuente importante de
compuestos bioactivos con el potencial como un agente antimicrobiano natural. Por lo
que el uso de extractos de hojas de plantas medicinales son una alternativa para el control
de Colletotrichum sp. en frutos de papaya y sustitucion de tratamientos quimicos, debido
a los polifenoles presentes en el extracto.

Palabras clave: Extracto vegetal, Actividad antifingica, Colletotrichum

gloeosporioides.
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4.2. ABSTRACT

The severity of the anthracnose caused by the fungus of the genus Colletotrichum in the
fruits has led to the producers to carry out applications of fungicides and in many
occasions on dosages, causing environmental contamination, reason why the use of
extracts of plants with fungicidal or fungistatic properties can be considered as an
alternative in the control of this disease and substitution of chemical treatments. The
objective of the present investigation was to evaluate the antifungal activity of five
medicinal plants commonly used in Brazil (Annona muricata, Azadirachta indica,
Baccharis trimera, Guarea trichilioides, Zingiber officinale) in vitro on Colletotrichum
sp. for the control of anthracnose. The leaves were obtained from the plants and obtained
by the maceration method, which consisted in mixing 5g of plant tissue with 25 mL of
70% ethanol, the mixture was allowed to stand for 24 hours at 21 ° C and its antifungal
activity was carried out using the microdilution-diffusion agar method, testing five
concentrations of the extract (0, 50, 100, 150 and 200 ppm) against Colletotrichum sp.
previously isolated and identified of papaya fruits. The extract of guanabana leaves (A.
muricata) presented the highest phenol content and caused the highest antimicrobial
activity on Colletotrichum sp., At a concentration of 200 ppm of this same extract since
100% inhibition of the same fungus was obtained , so it is suggested that these leaves are
an important source of bioactive compounds with potential as a natural antimicrobial
agent. Therefore the use of leaf extracts of medicinal plants are an alternative for the
control of Colletotrichum sp. in papaya fruits and substitution of chemical treatments, due
to the polyphenols present in the extract.

Key words: Vegetable extract, Antifungal activity, Colletotrichum gloeosporioides.

4.3. INTRODUCCION

La antracnosis es causada principalmente por Colletotrichum gloeosporioides; sin
embargo, es posible encontrar otras especies de Colletotrichum causando enfermedades
en un mismo cultivo (Hu et al., 2015; Han et al., 2016; Saini et al., 2016; Tapia-Tussell
et al., 2016). Las enfermedades inducidas por este hongo aparte de la antracnosis
incluyen: marchitamiento, pudricion radical, mancha foliar, pudricion de flores y tizon en
plantulas, las cuales estan presentes en una amplia gama de hospedantes (Liu et al., 2013;
Jiang et al., 2014; Velho et al., 2015).
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Algunas de las alternativas mas empleadas en el control de la antracnosis son los
tratamientos fisicos y quimicos, éstos ultimos implican el uso constante de sustancias
desarrolladas sintéticamente que pueden inducir la resistencia en el patdgeno o mayor
agresividad del mismo y algunos incluso pueden causar dafios a la salud y/o al medio
ambiente, deteriorando en ocasiones la calidad del producto con manchas, olores y
sabores desagradables, ademas el alto costo de los tratamientos quimicos han obligado a
los investigadores a buscar nuevos ingredientes activos biodegradables, para la
implementacién de medidas de manejo con menor impacto ambiental y econdémico
(Dubey et al., 2016). Una de esas alternativas, es el uso de derivados botanicos a partir de
extractos de plantas con propiedades fungicidas o fungiestéticas que puede considerarse
una alternativa en el control de dicha enfermedad y el control de otros agentes patogénicos
(Dubey, 2016; Soliman et al., 2016),

Los extractos de plantas medicinales se utilizan cominmente para tratar las infecciones
en la medicina tradicional y varian de un pais a otro, las formulaciones herbales pueden
incluir extractos de la raiz, la corteza o las hojas de varias plantas (Sulaiman et al., 2014).
Sin embargo, recientemente se han utilizado como conservantes de alimentos crudos y
procesados (Mesomo et al., 2013). Las plantas medicinales se han utilizado durante
muchos afios y son la fuente de nuevas sustancias activas y nuevos farmacos de interés
farmacéutico (Ferreira et al., 2014; Cristo et al., 2016). Los fitoconstituyentes bioactivos
como, fenoles, alcaloides, taninos, terpenoides, polipéptidos, entre otros, son los
principales responsables de la actividad medicinal (Chakotiya et al., 2017), que se utilizan
cada vez mas ampliamente por su posible valor quimioterapéutico y nutricional, ya que
las plantas en su evolucion han desarrollado mecanismos de defensa como los metabolitos
secundarios producidos por ellas que constituyen una de esas barreras contra insectos,
hongos, bacterias y otros organismos patogenicos (Dubey et al., 2016; Soliman et al.,
2016).

En Brasil, el estudio de plantas medicinales es de gran importancia ya que es uno de los
paises con mayor diversidad bioldgica. A pesar de su relevancia, sélo se han realizado
algunos estudios (Lima et al., 2011). Por lo que, se ha aumentado el interés de los
investigadores en extractos con potencial actividad antimicrobiana, ya que tienen una
menor incidencia de reacciones adversas en comparacion con compuestos sinteticos
(Mesomo et al., 2013; Akeel et al., 2017), ademas de que se demostrado que son eficaces

para controlar el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos incluyendo
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hongos, levaduras y bacterias (Mesomo et al., 2013). Algunas de las plantas que podrian
tener potencial para la realizacion de extractos se encuentran: Annona muricata,
Azadirachta indica, Baccharis trimera, Guarea trichilioides y Zingiber officinale.
Annona muricata L., también conocida como graviola y guanabana, es un arbol de hoja
perenne que se ve en las zonas tropicales y subtropicales. La planta se ha utilizado durante
mucho tiempo en diferentes paises como tratamiento etnomedicinal para diversas
afecciones que incluyen cistitis, fiebre, dolores de cabeza, insomnio, reumatismo,
trastornos gastrointestinales, hipertension, e infeccion por parasitos (Coria-Tellez et al.,
2016; Liu et al., 2016). Actualmente tiene las propiedades para tratar la diabetes (Tsofack
et al., 2014), infecciones virales (Florence et al., 2014), el cancer (Sun et al., 2017), tiene
actividad larvicida (Santhos et al., 2015), antimicrobiana (Pinto et al., 2017), nematicida
(Bustos et al., 2017).

Azadirachta indica es un arbol versatil de la familia Meliaceae, también conocida como
neem, nim 0 margosa. Algunos estudios han demostrado que esta planta presenta
propiedades medicinales. Es un producto multi-funcional, asi como multi-utilidad natural
y sin ningun efecto secundario. Los estudios mostraron actividad antiséptica,
antihelmintico, ténico, antidiabético, antibacteriana y antitumoral e inductora de
interferén antipirético, antiinflamatorio, e insecticida (Cristo et al., 2016; Akeel et al.,
2017).

Marinhero (Guarea trichilioides) ha sido una planta muy poco estudiada, mas sus
estudios realizados has demostrado que contiene diterpenos (Furlan et al., 1996), que la
hacen ser una planta toxica (Andrade et al., 1976), y debido a eso se ha realizo un estudio
como insecticida contra Spodoptera frugiperda en el cultivo de maiz (Brito et al., 2004).
El género Baccharis trimera comprende 150 especies, conocidas coloquialmente como
carqueja, bacarida y bacorida cacalia. Las acciones alelopaticas, analgésicas,
antifingicas, antiinflamatorias, antimicrobianas, anti mutagénicas, antioxidantes,
antivirales e insecticidas han sido descritas en estas especies (Fernandez et al., 2013). Es
popularmente consumido como té, y esta ampliamente desarrollado en Candiota, una de
las regiones carboniferas mas importantes del Brasil. Esta planta tiene una alta capacidad
de adsorcion de metales (cobalto, el niquel y el manganeso), por lo que el consumo
implica un riesgo para la salud humana (Menezes et al., 2016).

El jengibre (Zingiber officinale) es una planta que pertenece a la familia Zingiberaceae y

es ampliamente utilizado en la produccion de alimentos, asi como en otros sectores
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industriales. Su rizoma es un ingrediente comdn en la medicina popular como anti-
inflamatorio, antiemético, antitumoral, analgésico, anti-hemorragico, protector de células
neuronales, anti-reumatica, antimicoticos (Srinivasan, 2017) y agente antibacteriano
(Almaki et al., 2017; Chakotiya et al., 2017).

Debido a lo antes mencionado, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
actividad antiflngica de cinco plantas medicinales ocupadas en Brasil (Annona muricata,
Azadirachta indica, Baccharis trimera, Guarea trichilioides, Zingiber officinale) de

forma in vitro sobre Colletotrichum spp. para el control de la antracnosis.

4.4 MATERIAL Y METODOS

4.4.1. Obtencion de extractos
Hojas jovenes aparentemente sanas de guanabana (Annona muricata), neem (Azadirachta
indica), carqueja (Baccharis trimera), marinhero (Guarea trichilioides) y raiz de jengibre
(Zingiber officinale) las cuales fueron colectadas en Vitoria da Conquista, Bahia-Brasil,
mismas que se transportaron en bolsas de papel al Laboratorio da Biofabrica-UESB,
campus Vitdria da Conquista-BA para posteriormente ser lavadas con agua corriente y
jabdn, y ser escurridas. La obtencion de los extractos se basé en el método de extraccion
por maceracion (Fernandes et al., 2014), con modificaciones. Una porcion de 15 g del
material vegetal de cada planta se mezclé con 25 mL de etanol:agua al 70:30% Vv/v,
posteriormente, se realizo la extraccion por 24 h a 21+2 °C y después se procedi6 a filtrar
por gravedad, a través de papel de filtro Whatman No. 1. El extracto se afor6 con la

solucion extractora a 25 mL y se conservé en un frasco &mbar.

4.4.2. Determinacion de fenoles
Los fenoles totales fueron cuantificados usando el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu reportado por Folin y Ciocalteu (1927), en el cual se utiliza acido galico como
estandar. EI método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. Una disolucién patrén de &cido gélico se prepard 0.1 g/L, para ser utilizada
como curva patron y se leyd la absorbancia a 765 nm. La absorbancia de las muestras fue
leida e interpolada en la curva estandar, los resultados se expresaron en mg de acido
galico/mL de extracto para finalmente realizar el calculo necesario para obtener el
volumen necesario de los extractos para la generacion de ciertas partes por millon,

considerando que 1 ppm= pg/mL.
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4.4.3. Efecto antifungico

El efecto inhibidor de los compuestos fenolicos en el crecimiento de los hongos se ensayd
usando el método de microdilucion-difusion en agar. EI hongo de Colletotrichum sp. fue
previamente aislado e identificado de fruta de papaya cv. Sunrise en el Laboratorio da
Biofabrica-UESB, campus Vitdria da Conquista-BA. El método consistié en diluir y
difundir el volumen calculado para cada uno de los extractos obtenidos por separado a
una concentracion de 0, 50, 100, 150 y 200 ppm en medio de cultivo de papa dextrosa
agar (PDA), una vez solidificado el medio de cultivo, al centro de la placa se coloc6 un
biodisco de 0.4 cm de hongo previamente crecido durante ocho dias de edad en medio de
PDA. La incubacion se llevo a cabo a 23+2 °C durante 10 d. El porcentaje de inhibicion
el crecimiento radial de los hongos se calcul6 segun la formula: porcentaje de inhibicién
= (DC - DT) / DC x 100, donde DC fue el diametro de hongo crecido en PDA con la
adicion de agua y DT fue el didmetro de las colonias tratadas con los extractos (Sagwan
etal., 2012).

4.4.4. Andlisis estadistico
El contenido de fenoles, asi como la actividad antifingica de los extractos, se analizd
mediante un disefio de bloques completamente al azar. En el contenido de fenoles se
realizaron cinco extracciones de cada planta para tener asi cinco replicas. En la actividad
antifungica se montaron dos experimentos, cada uno con tres replicas. La diferencia entre
tratamientos se determiné con estadisticas descriptivas, analisis de varianza (ANOVA)
con pruebas de separacién de medias por minimos cuadrados, ajustadas por Tukey con

una probabilidad de error del 5% con el programa estadistico SISVAR versién 13.1.

4.5.RESULTADOS Y DISCUSION

45.1. Contenido de fenoles
El mayor contenido de fenoles lo presentd el extracto de hojas de guanabana y marinheiro
sin presentar diferencia significativa entre ellos, mismos que tuvieron significativamente
50, 79 y 84% mayor contenido de fenoles que el extracto de hojas de neem, carqueja

completa y raiz de jengibre y hojas de carqueja, respectivamente (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Contenido de fenoles de extractos etilicos. Las barras verticales representan
+ desviacion estandar de 5 réplicas. Las letras sobre las barras indican diferencia
significativa entre tratamientos (o = 0.05).

Los fenoles son metabolitos secundarios que regulan la actividad metabdlica de las
plantas, la importancia de ellos radica en que producen soporte mecanico a las plantas,
contribuyen en la coloracién de las flores y frutos, protegen contra patégenos y herbivoros
y tienen una gran efectividad protegiendo los tejidos frente a la radiacion ultravioleta (Gil-
Ramirez et al., 2016).

En las hojas, la regulacion de la sintesis de compuestos fenolicos es una parte importante
del desarrollo de dicho 6rgano. Por otro lado, el destino de los carbohidratos formados
durante la fotosintesis, parte de los cuales se emplearan en la conformacion estructural de
la planta (metabolismo primario) y otros en el metabolismo secundario, tendran una gran
influencia en la cantidad y calidad de los compuestos fendlicos producidos (Jang et al.,
2014; Laily et al., 2015; Diaz de Cerio et al., 2016). Las condiciones de obtencion
(método de extraccion, solvente empleado, concentracion de solvente, tiempo de
extraccion, entre otros), también pueden provocar gque el contenido de fenoles sea variado
(Kalidindi et al., 2015).

4.5.2. Efecto antifungico
El bioensayo realizado mostré que el extracto de hoja de guandbana fue el que mayor
porcentaje de inhibicion casi todas sus concentraciones evaluadas con respecto a las

demas plantas evaluadas (Figura 4.2), asi mismo se presento que con la concentracién de
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200 ppm de este mismo extracto se logrd inhibir al 100% el crecimiento micelial de
Colletotrichum sp.
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Figura 4.2. Inhibicién de crecimiento micelial de Colletotrichum sp.
con el uso de extractos etilicos a diferentes concentraciones. A) hojas de neem, B) hojas
de guanabana, C) hojas de carqueja, D) carqueja completa, E) raiz de jengibre, F) hojas
de marinheiro. Las barras verticales representan + desviacion estandar de 6 réplicas.
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Con respecto a las concentraciones utilizadas, a 50 ppm el extracto que mayor efecto
antifungico mostré fue el extracto de carqueja completa, seguido del de hojas de
guandbana, hojas de neem y carqueja y finalmente las hojas de marinheiro y la raiz de
jengibre. Con las demés concentraciones (100, 150 y 200 ppm) el orden con respecto a
su actividad antimicrobiana fue el siguiente: extracto de hojas de guanabana, carqueja
completa, hojas de neem, hojas de carqueja, raiz de jengibre y hojas de marinheiro. Con
hojas de guanabana se obtuvo un 100 % de inchibicion y 81 % en cargeuja completa a la
concentracion de 200 ppm. Estadisticamente se tuvo diferencia significativa tanto por la
planta como por la concentracion utilizada.

Algunos autores sugieren que la actividad antimicrobiana es efecto de los fenoles
presentes en las plantas; sin embargo, en el presente trabajo se encontrd que no
necesariamente debe estar esta relacion, ya que el extracto de marinheiro presento al igual
que el extracto de hojas de guanabana el mayor contenido de fenoles y su actividad del
primero no correspondid dejandolo con la menor actividad antifungica en comparacion
con las demaés plantas estudiadas.

El uso de los extractos empleados principalmente de guanabana, jengibre y neem en el
presente trabajo se han utilizado ampliamente en el control de bacterias (Chakotiya et al.,
2017; Almaki et al., 2017; Pinto et al., 2017), pero no contra hongos. El efecto bactericida
que estos extractos tienen es probablemente debido a su capacidad para formar complejos
con proteinas solubles y extracelulares, generando una disrupcién de la pared celular de
los hongos. Otra posibilidad es la inhibicidn de rutas enziméticas vitales, como el sistema
enzimatico P450 oxidasa-dependiente, mediante el bloqueo de las enzimas hidrolasas
esteroides de esta ruta por los flavonoides presentes en el extracto de hoja de guayaba
(Rodriguez et al., 2017; De Corato et al., 2017); o porque los terpenos estan involucrados
en el rompimiento de la membrana a través de los compuestos lipofilicos; o que los
alcaloides se intercalan en la doble cadena del ADN y/o pueden penetrar la membrana
plasméatica combinandola y precipitando las proteinas protoplasméticas Yy
desnaturalizandolas y a que las lectinas y polipétidos pueden formar canales idnicos en la
membrana microbiana. Lo que provoca la inhibicién de la germinacién de los conidios y
la inactivacion de la sintesis de aminoacidos esenciales causada por la interferencia en las
reacciones del fosfoenolpiruvato, la eritrosa-4-fosfato y el acido shiquimico, lo cual
favorece la produccion de triptéfano y disminuye la produccion de fenilalanina o tirosina
(Chakotiya et al., 2017; Pinto et al., 2017).
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Los resultados antes descritos también se pueden observar en el Cuadro 4.1, en la que se
muestra el seguimiento fotogréafico del crecimiento micelial de Colletotrichum sp. a los
10 dias de evaluacion sometido a las diferentes concentraciones de diversos extractos

etilicos.

Cuadro 4.1. Seguimiento fotogréafico del crecimiento micelial de Colletotrichum sp. a
los 10 dias de evaluacion sometido a las diferentes concentraciones de diversos
extractos etilicos.

4.6.CONCLUSION
El extracto de hojas de guandbana present6 el mayor contenido de fenoles y también
presentd la mayor actividad antimicrobiana sobre Colletotrichum sp., a una concentracion
de 200 ppm de este mismo extracto y se obtuvo el 100% de inhibicion del mismo hongo,
por lo que estas hojas son una fuente importante de compuestos bioactivos con el
potencial como un agente antifangico natural. Estos resultados podrian ser Gtiles para el
desarrollo de nuevos biofungicidas inofensivos tanto para el hombre como para el

ambiente y como una nueva fuente de control de Colletotrichum sp., en el manejo

integrado de antracnosis.
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Capitulo V

5. CAPITULO V. Tratamientos quimicos, agentes de control bioldgico y
extractos vegetales en postcosecha sobre la calidad y control de antracnosis
en papaya cv. Sunrise de Brasil
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5.1.RESUMEN

La papaya es una fruta de gran importancia economica en Brasil, es vulnerable a la
antracnosis, de la cual se han estudiado varias medidas de control. En este trabajo se
evaluaron diversos tratamientos (Agentes de control bioldgico: Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens,
quimico: azoxistrobin, cloruro de calcio, fosfito de potasio; extracto vegetal: extracto
comercial de jengibre y de guanabana), en la calidad y control de antracnosis en papaya
cv. Sunrise. El estudio tuvo dos fases: en la primera se seleccionaron los tres mejores
tratamientos, uno de cada tipo (biol6gico, quimico, extracto vegetal) en funcién de su
efecto antifingico sobre Colletotrichum sp. y en la segunda se evalud el efecto
postcosecha que cada tratamiento seleccionado sobre los parametros de calidad (pérdida
de peso, color, firmeza, sélidos solubles totales (SST), pH, acidez titulable (AT),
contenido de &cido ascorbico (AA)). Como resultado de la primera fase se obtuvo que los
tres mejores métodos de cada tipo para el control de antracnosis fueron: T.
longibrachiatum, cloruro de calcio y extracto comercial de jengibre, con los que se
disminuy6 un 67, 42 'y 60 % el menor indice de severidad, respectivamente con respecto
al control. En la segunda fase, T. longibrachiatum mantuvo significativamente menor
pérdida de peso, ademas se preservd por mayor tiempo el color, permitié mantener la
mayor firmeza. En los demas parametros (pH, SST, AT, AA) no se mostré significancia
entre los diferentes métodos evaluados. Se concluye que el control biolégico es un método
prometedor para controlar antracnosis en papaya cv. Sunrise.

Palabras clave: Extracto vegetal, Actividad antifangica, Colletotrichum

gloeosporioides.
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5.2. ABSTRACT

Papaya is a fruit of great economic importance in Brazil, but it is vulnerable to
anthracnose, from which a number of control measures have been studied. In this work,
several treatments (Biological control agents: Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, chemical:
azoxystrobin, calcium chloride, potassium phosphite, vegetable extracts: commercial
extract of ginger and guanabana) were evaluated. the quality and control of anthracnose
in papaya cv. Sunrise. The study had two phases: in the first one the three best treatments
were selected, one of each type (biological, chemical, vegetal extract) as a function of its
antifungal effect on Colletotrichum sp. (weight loss, color, firmness, total soluble solids
(SST), pH, titratable acidity (AT), ascorbic acid (AA) content), and in the second, the
post-harvest effect of each selected treatment on the quality parameters. As a result of the
first phase it was obtained that the three best methods of each type for anthracnose control
were: T. longibrachiatum, calcium chloride and commercial extract of ginger, with which
a 67, 42 and 60% lower index was decreased of severity, respectively with respect to the
control. In the second phase, T. longibrachiatum maintained significantly less weight
loss, kept the color longer, caused the greatest firmness. In the other parameters (pH, SST,
AT, AA) no significance was shown between the different methods evaluated. We
conclude that biological control is a promising method to control anthracnose in papaya
cv. Sunrise.

Key words: Vegetable extract, Antifungal activity, Colletotrichum gloeosporioides.

5.3.INTRODUCCION
La papaya (Carica papaya L.) es una fruta importante cultivada en areas tropicales y
subtropicales (Hewajulige, 2016). La India es el principal pais productor de papaya,
mientras que Brasil ocupa el segundo lugar, proporcionando el 44% y el 12.5% de la
produccion total, respectivamente (FAOSTAT, 2014). Esta fruta tiene una importante
actividad antioxidante y su consumo proporciona beneficios para la salud,
particularmente por sus propiedades medicinales, y una mejor digestion. El cultivar ha
ganado popularidad en el mercado local y de exportacion (Annegowda y Bhat, 2016). Sin
embargo, debido a que la papaya es una fruta climatérica, sufre algunos problemas como

maduracion rapida y susceptibilidad al estrés bidtico y abiotico. El ablandamiento
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relacionado con la maduracion hace que este tipo de fruta sea vulnerable a una amplia
gama de enfermedades postcosecha, incluyendo la antracnosis (Maeda y Nelson, 2014).
La antracnosis es una enfermedad causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz & Sacc. que provoca grandes pérdidas econdmicas, ya que afecta a la produccién y
comercializacion de la papaya, es uno de los patdogenos mas devastadores en
almacenamiento para la papaya. Los sintomas de la antracnosis en la papaya se
caracterizan por lesiones depresivas pardas y, en algunos casos, areas de color salmén
formadas por las masas de conidios que cubren la lesion (Maeda y Nelson, 2014; Ayon-
Reyna et al., 2017)

En la actualidad, las medidas de control de la antracnosis en los productos frescos durante
las practicas anteriores y posteriores a la cosecha se basan principalmente en productos
quimicos sintéticos (Kilani-Feki et al., 2016; Ayon-Reyna et al., 2017; Calvo et al., 2017)
Los fungicidas mas recientes, pirimetanil (scala 400, Bayer), fludioxonil (Switch 62.5,
Syngenta) y azoxistrobina (Amistar, Syngenta), difenoconazol (Score, Syngenta) y
combinaciones de azoxistrobina con difenoconazol (Amistar TOP, Syngenta), que se
clasifican como compuestos de riesgo reducido, fueron aprobados por la EPA de los
Estados Unidos para el uso posterior a la cosecha en varias frutas (Wang et al., 2016;
Cerioni et al., 2017; Craven et al., 2017; Watson et al., 2017).

El uso de productos quimicos es cada vez mas problematico debido a la legislacion mas
estricta (Dir. 91/414 | CEE) ya la creciente presion publica resultante de sus riesgos
toxicologicos para la salud humana (Dir. 2009/128 / CE), especialmente la salud de los
nifios (US National Research Council) y la posible contaminacion ambiental. Otro factor
limitante para la aplicacion de productos quimicos es el desarrollo de cepas resistentes a
los fungicidas para los principales hongos fitopatdgenos. En consecuencia, los
investigadores estan buscando actualmente métodos alternativos no toxicos, seguros,
biodegradables y eficaces para controlar las enfermedades postcosecha, conservando la
calidad fisica y nutricional (Ayon-Reyna et al., 2017; Calvo et al., 2017; Gotor-Vila et
al., 2017; Siamoshteh et al., 2017).

Otro método quimico para controlar las enfermedades postcosecha es el uso de sales de
calcio. Se ha informado que el calcio mantiene la estructura de la pared celular al
interactuar con la pectina para producir complejos de pectato de calcio, lo que puede
mantener la firmeza del fruto y reducir la accesibilidad de los patdgenos fungicos (Ayon-

Reyna et al., 2017). Algunos informes han demostrado que el calcio es antagonista de C.
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gloeosporioides y puede ser utilizado como un tratamiento alternativo para el control de
la enfermedad (Madani et al., 2014).

El uso de fosfito de potasio (KPhi) es otro método de control quimico, aunque en la
agricultura es un fertilizante y activador de resistencia natural o resistencia sistémica.
KPhi se transloca tanto en los tejidos de xilema como del floema, actiia sobre el patdégeno
mediante la estimulacion de respuestas de defensa del hospedante para inhibir el
crecimiento y alterar el metabolismo del patdégeno, también puede inducir la acumulacién
de moléculas de defensa como la fitoalexina, que se produce como sustancia quimica
defensiva para la resistencia a enfermedades y para superar el ataque de patdgenos
(Liljeroth et al., 2016; Ramezani et al., 2017), especialmente a patdgenos de plantas
pertenecientes a los géneros Peronospora, Phytophthora, Plasmopara y Pythium.
Ademas, el control de patdgenos fungicos como Alternaria y Penicillium también ha sido
reportado en varios estudios (Martinez, 2016). Recientemente, también se considerd que
el fosfito era un buen ajuste en el manejo integrado de las enfermedades postcosecha
debido a sus fuertes actividades antimicrobianas, menos toxicidad ambiental y menores
costos de produccion (Lai et al., 2017).

En los Gltimos afios, el comercio mundial de productos agricolas se ha convertido en un
método ecoldgico para la produccion de cultivos debido a su naturaleza menos toxica,
bajos niveles de resistencia a enfermedades y bajos problemas de residuos. El control
biolégico de plagas y enfermedades es el método mas eficiente y responsable para
mantener los cultivos libres de plaguicidas (Osouli y Afsharmanesh, 2016).

El control bioldgico, que incluye el uso de microorganismos antagonistas (BCAs: agentes
de control biolégico) como levaduras (Pichia spp.), hongos (Trichoderma spp., Candida
spp.) y bacterias (Bacillus spp, Pseudomonas spp., Streptomyces spp.), ha sido una
alternativa prometedora a los fungicidas sintéticos, ya que es mas seguro para la salud
humana y el ecosistema (Chen et al., 2016; Calvo et al., 2017; Fan et al., 2017). Los BCA
son microorganismos seguros que se pueden encontrar ubicuos en el medio ambiente,
presentan versatilidad en la proteccién de las plantas contra la infeccion por patdégenos y
tienen excelentes habilidades para colonizar y esporular; los mecanismos de biocontrol
de BCAs implican la capacidad para producir diversos metabolitos tales como
antibidticos, lipopéptidos, enzimas que degradan las paredes celulares, compuestos
volatiles, colonizacion, competencia de nutrientes y el fendmeno de resistencia sistémica
inducida (ISR) en las plantas hospedantes (Chen et al., 2016; Kilani-Feki et al., 2016). El
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antagonista ideal debe tener ciertas caracteristicas, como la estabilidad genética, la
eficacia a bajas concentraciones frente a una amplia gama de patégenos en los productos
frutales, las necesidades nutricionales simples, la supervivencia en condiciones
ambientales adversas, el crecimiento en sustratos baratos en fermentadores, la falta de
patogenicidad para el hospedante-planta y falta de toxigenicidad para los seres humanos,
resistencia a los pesticidas mas utilizados y compatibilidad con otros tratamientos
quimicos y fisicos (Siamoshteh et al., 2017).

Otros métodos que se estan utilizando en la actualidad, son los extractos de hierbas de
varias plantas han sido evaluados como un método alternativo contra los hongos
fitopatdgenos, debido a sus efectos nocivos minimos contra el medio ambiente
(Wianowska et al., 2016; De Corato et al., 2017; Jasso de Rodriguez et al., 2017). El
jengibre (Zingiber officinale Roscoe) es una planta que pertenece a la familia
Zingiberaceae y es ampliamente utilizado en la produccién de alimentos, en productos
tales como mermeladas, encurtidos, chutneys, bebidas y productos de panaderia, asi como
en otros sectores industriales. Su rizoma es un ingrediente comun en la medicina popular
como anti-inflamatorio, antiemético, antitumoral, analgésico, anti-hemorragico, protector
de células neuronales, anti-reumatica, antimicoticos (Srinivasan, 2017) y agente
antibacteriano (Sulaiman et al., 2014; Almaki et al., 2017; Chakotiyaetal., 2017). Annona
muricata L., también conocida como graviola y guanabana, es un arbol de hoja perenne
que se ve en las zonas tropicales y subtropicales. Los frutos de la planta son comestibles
y se utilizan para preparar jarabes, dulces, bebidas, helados y batidos. La planta se ha
utilizado durante mucho tiempo en diferentes paises como tratamiento ethomedicinal para
diversas afecciones que incluyen cistitis, fiebre, dolores de cabeza, insomnio,
reumatismo, trastornos gastrointestinales, hipertension, e infeccion por parasitos (Coria-
Tellez et al., 2016; Liu et al., 2016). Actualmente tiene las propiedades para tratar el
cancer (Liu et al., 2016; Sun et al., 2017), la diabetes (Florence et al., 2014), infecciones
virales (Florence et al., 2014; Pinto et al., 2017), tiene actividad antimicrobiana (Pinto et
al., 2017), nematicida (Bustos et al., 2017), larvicida (Santhos et al., 2015).

Debido a lo antes mencionado, el objetivo principal de este estudio fue comparar diversos
tratamientos (BCAs: Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma harzianum, Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, quimico: azoxistrobin, cloruro de calcio, fosfito de

potasio; extractos vegetales: extracto comercial de jengibre y de guandbana), en la calidad
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y control de antracnosis en papaya. El estudio fue seleccionar los tres mejores
tratamientos, uno de cada tipo (BCAs, quimico, extractos vegetales) en funcién de su
efecto antifingico sobre Colletotrichum sp. y evaluar el efecto postcosecha que cada

tratamiento seleccionado sobre los parametros de calidad.

5.4.MATERIALES Y METODOS

5.4.1. Aislamiento de Colletotrichum sp.
El aislamiento del hongo se realizd con el método de aislamiento monospérico con la
técnica de diluciones sucesivas, cuando los frutos presentaban los sintomas con abundante
masa de esporas. EI método consistié en colocar la masa de esporas que quedé en una aza
de siembra en 2 mL de agua destilada estéril, sucesivamente se hicieron dos diluciones
mas, donde los conidios fueron contables (10-20 conidios/mL) con la ayuda de un
microscopio empleando objetivos de 4x y 10x posteriormente se depositaron en una caja
Petri con medio agar papa dextrosa (PDA), las cajas se incubaron a 28 °C por 24-48 h, el
conidio germinado y monoconidial se transfirieron a nuevas placas de PDA y se hicieron

crecer durante 10 dias a 28 °C.

5.4.2. Material biolégico
Los frutos de papayas cv. Sunrise en estado de maduracion ¥ verde procedentes de
Espiritu Santo-Brasil se obtuvieron en la Central de Abastecimiento CEASA del
municipio de Vitdria da Conquista-BA, Brasil. Los frutos fueron llevados al Laboratorio
da Biofabrica-UESB, campus Vitoria da Conquista-BA, donde se lavaron (agua y jabon),

desinfestaron (cloro a 200 ppm), enjuagaron (agua estéril) y secaron (toallas estériles).

5.4.3. Efecto antifingico
Para evaluar el indice de severidad, se utilizaron 55 frutos a los que se les marcaron cinco
circulos, para dar un total de 25 réplicas por cada tratamiento, a cada circulo se le
colocaron 50 pL de solucion de esporas de 60+10x10™ esporas de Colletotrichum sp./mL,
después de la inoculacion los frutos se incubaron (24 h a 25 °C en camara humeda),
después los frutos se dividieron en lotes de cinco y fueron sometidos a los diversos
tratamientos (Cuadro 5.1). Todos los tratamientos fueron expuestos por inmersion por
cinco min, se dejaron secar y se almacenaron a 202 °C por cinco dias. El indice de

severidad se determind con el uso de una escala de seis puntos (0-no dafiado, 1: 1>20%,
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2: 20>40%, 3: 40>60%, 4: 60>80, 5: 80>100, 6: 100% de dafio (Zavala-Leon y Jairo-
Cristdbal, 2012).

Cuadro 5.1. Tratamientos aplicados a papaya para el control de antracnosis.

Tratamiento Nombre, Marca Cantidad aplicada
Testigo Agua 2L
Agente de control bioldgico

Trichoderma

longibrachiatum ol Al
Trichoderma harzianum Biofungi 5g/L
Bacillus subtilis Serenade (Bayer) ImL/L

Eficaz Premium (Simbiose

Bacilus amyloliquefaciens Agrotecnologia biologica) ImL/L
Quimico

Azoxistrobin Amistar® (Syngenta) 29/L

Fosfito de potasio Fitasio, Aginovasience 200mL/L
. Cloruro de calcio,
Cloruro de calcio Dihidratado (Vetec) 20g/L
Extractos vegetales
Extracto de jengibre Extracto de nJ]ZT)g'bre (Bom ImL/L
Extracto de guanabana SALE den?éia)wola (B0 ImL/L

5.4.4. Parametros de calidad
Una vez concluida la parte de la severidad de la enfermedad y seleccionado los tres
mejores tratamientos de cada tipo, nuevamente se adquirieron los frutos en el mismo lugar
y de la misma procedencia, los frutos nuevos fueron tratados igual que los anteriores
frutos, a excepcion de que no fueron inoculados e incubados con el hongo de
Colletotrichum sp. ya que de esta fase s6lo se queria ver el efecto en los parametros de
calidad. Los parametros evaluados fueron: la pérdida peso fue evaluada con una balanza
semianalitica (50010, A&D Co, Japon), expresando los resultados como porcentaje de
pérdida de peso (%); la determinacién del color se llevo a cabo con un colorimetro (CM-
400, Konica Minolta) mediante el sistema Hunter Lab, reportando valores de luminosidad
(L) croma y tono (°hue); la firmeza se determind con un penetrometro (Fruit firmnes
tester, Tr, Italia) expresando los resultados en Newtons (N); los solidos solubles totales
se midieron con un refractometro digital (r> mini, Reichert, Japon), los resultados se
expresaron en °Brix; el pH medido con el potenciometro (pH21,Hanna, Rumania); la
acidez titulable se determind con el metodo de titulacion directa con NaOH 0.1N,
utilizando fenolftaleina como indicador, expresando los resultados en mg de acido

122



Capitulo V

citrico/100g de peso fresco; el contenido de acido ascorbico se cuantificd con un método
volumeétrico, con la titulacion de &cido ascoOrbico presente en la muestra con 2-6
dicloindofenol, el resultado se expresé en mg de acido ascorbico/100 g de muestra
(AOAC, 1999).

5.4.5. Anadlisis estadistico
El estudio de la severidad de la enfermedad en los frutos de papaya se analizé mediante
un disefio de blogues completamente al azar. La diferencia entre tratamientos se
determind mediante un analisis de varianza (ANOVA) y una separacion de medias
mediante la prueba de comparacion multiple de Tukey con una probabilidad de error del

5% con el programa estadistico SISVAR version 13.1

5.5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.5.1. Efecto antifungico

El indice de severidad, indicé que los tratamientos bioldgicos tuvieron mejor control
contra Colletotrichum sp., seguido de los tratamientos con extractos vegetales y
finalmente los quimicos (Figura 5.1). En el tratamiento biolégico el mejor agente fue
Trichoderma longibrachiatum y Bacillus subtilis, los cuales no presentaron diferencia
significativa entre ellos, presentando 67% menos indice de severidad con respecto al
testigo, por otra parte, tampoco presentaron significancia entre Bacillus
amyloliquefaciens y Trichoderma harzianum, mostrando 50% menos severidad que el
testigo.

Resultados obtenidos en el presente trabajo son consistentes con los encontrados por
Landero-Valenzuela et al., (2015), Abdelrahman et al., (2016), De Souza et al., (2016),
que trabajaron con T, longibraquiatum contra Colletotrichum gloeosporioides en papaya,
Fusarium oxysporum en cebolla y Fusarium guttiforme en pifia, respectivamente.
También fueron similares a los reportados por Ben Khedher et al., (2015), Waewthingrak
etal., (2016) y Fan et al., (2017), que trabajaron con Bacillus subtillis contra Rhizoctonia
solani en papa, Penicillium digitatum en citricos y Botryosphaeria en manzana,
respectivamente. A pesar de que los resultados hayan mostrado que Bacillus
amyloliquefaciens y Trichoderma harzianum tuvieron menor eficacia sobre el control de
Colletotrichum, en estudios como el de Calvo et al., (2017), Gotar-Vila et al., (2017) y
Masmoudi et al., (2017) se ha comprobado el efecto benéfico que Bacillus
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amyloliquefaciens tiene sobre diversos hongos en postcosecha, Monilinia en cereza y
Botrytis cinerea en tomate, respectivamente. También el efecto positivo de Trichoderma
harzianum se ha demostrado en los trabajos de You et al., (2016), Ben Amiraetal., (2017)
y Zhang et al. (2017), contra Botrytis cinerea en tomate, Fusarium solani en oliva y

Fusarium oxysporum en soya, respectivamente.
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Figura 5.1. Efecto de diversos agentes en diferentes tratamientos, A) Agentes de control
bioldgico: Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens, B) quimico: azoxistobin, cloruro de calcio, fosfito de
potasio; C) extractos vegetales: extracto comercial de jengibre y de guanabana, sobre el
indice de severidad en frutos de papaya cv. Sunrise ocasionado por Colletotrichum sp.

La actividad antagonista de las cepas de Trichoderma esta generalmente relacionada con
la actividad de enzimas hidroliticas de degradacion de la pared celular extracelular de los
hongos, especialmente las celulasas, proteasas, quitinasas y glutanasas. Estas enzimas
estdn estrechamente relacionadas con el micoparasitismo y, por otro lado, estan
contribuyendo a la resistencia sistémica inducida por el hospedante-hospedante (ISR) a
la infeccion por patdgenos, al competir por el espacio y los nutrientes, e inhibir y / o
parasitar a los patdgenos usando antibioticos altamente fungitoxicos (Saravanakumar et
al.,, 2016; You et al., 2016). Ademas, Trichoderma spp. exhibe habilidades
biostimulantes, induciendo mecanismos de resistencia de plantas y desarrollo de raices y
crecimiento de plantas. Se supone que el reconocimiento de plantas de Trichoderma
desencadena la activacion de una sefial en cascada que a su vez activa una variedad de
respuestas de defensa, incluyendo la secrecion de especies de oxigeno reactivo
antimicrobiano (ROS), numerosos metabolitos secundarios tales como fitoalexinas y

proteinas relacionadas con la patogénesis, deposiciones calosas y el posible desarrollo de
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un tipo de muerte celular programada (PCD) conocida como respuesta hipersensible (HR)
(Landero-Valenzuela et al., 2015; Abdelrahman et al., 2016; De Souza et al., 2016;
Saravanakumar et al., 2016; Zhang et al., 2017). Los productos de Trichoderma utilizados
son: Binab TF basado en la mezcla de T. harzianum y T. polysporum (Binab Bio
Innovacion AB), Mu-Mei-Su basado en T. viride, Sentinel basado en T. atroviride
(Novozymes), y Supresivit (Borregaard Bioplant) y Trichodex (Makhteshim Agan de
Norteamérica, EE.UU.) basados en T. harzianum (You et al., 2016).

El mecanismo de accion de Bacillus contra patdgenos, incluye antibiosis, competencia de
nutrientes, sitios de exclusion e infeccion, parasitismo y/o induccion de resistencia
sistémica en la planta hospedante, produccion de volatiles, lipopéptidos, biosurfactantes,
quitinasa, quitosanasa y otras enzimas que interactuan con los fosfolipidos en las
membranas y alteran asi la estructura y permeabilidad de la membrana celular de hongos
(Chen et al., 2016; Kilani-Feki et al., 2016; Osouli y Afsharmanesh, 2016; Calvo et al.,
2017; Fan et al., 2017; Gotor-Vila et al., 2017). Bacillus también es capaz de producir
algunos policétidos con alta actividad antifungica, tales como dificultidina y bacilisina
(Calvoetal., 2017). Los antagonistas suprimen la produccion de aflatoxina disminuyendo
el crecimiento de hongos, las especies de Bacillus son capaces de degradar la aflatoxina
a sustancias no toxicas secretando enzimas oxidativas tales como la lacasa que puede
escindir el anillo de lactona de la aflatoxina (Siamoshteh et al., 2017). B. subtilis es la
especie mas utilizada contra las enfermedades de las plantas y el 4% del 5% de su genoma
esta dedicado a la produccion de antibiéticos. Algunas cepas se han empleado para
desarrollar productos comerciales tales como Subtilex® (B. subtilis MBI 600, BASF),
registrado en los EE.UU. por la EPA y utilizado para el control de enfermedades de frutas,
hierbas y vegetales; Serenade® Max (B. Subtilis QST 713, AgraQuest Inc., California,
EE.UU. y BASF, Ludwigshafen, Alemania), actualmente registrado para el uso contra B.
cinerea, Pseudomonas spp., Sclerotinia spp. Venturia spp. y Monilinia spp. Por otro lado,
en mas de 20 paises de Europa, Africa, Oriente Medio, Asia y América Latina. B.
amyloliquefaciens, estrechamente relacionado con B. subtilis, ya que tiene el 8,5% de su
genoma, tiene productos como Taegro® (B. amyloliquefaciens FZB24); Novozymes
(Copenhague, Dinamarca) y Syngenta (Basilea, Suiza), recomendados para suprimir
enfermedades seleccionadas del suelo y foliares de frutas y hortalizas de hojas,

cucurbitaceas y plantas ornamentales por la EPA (Calvo et al., 2017).
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En el tratamiento quimico, el cloruro de calcio tuvo 47% menos indice de severidad con
respecto al testigo y presento diferencia con respecto a fosfito de potasio y azoxistrobin
que sélo tuvieron 17% menor indice de severidad y no presentaron diferencia entre ellos.
El efecto que tuvo el cloruro de calcio, es porque el calcio es un nutriente clave de las
plantas que tiene un papel importante en las funciones celulares, incluyendo la reduccion
del ablandamiento y la senescencia de las frutas (Irfan et al., 2013; Madani et al., 2014).
Los iones de calcio pueden formar enlaces cruzados de puente salino que evitan la accion
de enzimas degradantes de la pared celular, la firmeza de la fruta (Ayon-Reyna et al.,
2017). Madani et al. (2014) sugirio que el calcio reduce la antracnosis en la papaya debido
a un efecto toxico, ya que altas concentraciones de calcio extracelular pueden aumentar
el nivel de calcio en el citosol, afectando el balance osmotico de las células fungicas. En
la postcosecha de la papaya, hay algunos informes que evidencian que el calcio es
antagonista sobre la enfermedad de la antracnosis, y que éste podria tener un uso potencial
como un método alternativo en el manejo integrado de la enfermedad (Madani et al.,
2014, Ayon-Reyna et al., 2017). También se ha reportado que el cloruro de calcio ha sido
eficaz en la calidad de higo (Ficus carica L.) y manzana (Infan et al., 2013; Gago et al.,
2016).

Los resultados obtenidos con el uso de fungicida comercial (Amistar®) fueron contrarios
a los encontrados por Gillard y Ranatunga (2013), quienes encontraron que este producto
reduce la severidad de la antracnosis en frijol seco, a los de Wang et al. (2016); Cerioni
etal. (2017); Tomazoni et al. (2017) y Watson et al. (2017), quienes también evidenciaron
la eficacia del producto contra Alternaria alternata en tabaco, Diplodia y Phomopsis en
limon, Alternaria solani et tomate y Cercospora en zanahoria, respectivamente. EI modo
de accidn de las estrobilurinas es a través de la inhibicion de la respiracion mitocondrial
bloqueando la transferencia de electrones en el complejo citocromo bcl en el hongo,
aungue también se han registrado casos de resistencia a enfermedades fangicas causadas
por Alternaria, Didymella, Mycosphaerella spp. entre otros (Watson et al., 2017). En
otros trabajos también se ha reportado que la aplicacion de azoxistrobina mejora de la
resistencia del tallo y del retraso de la senescencia en el sorgo (Craven et al., 2017).

El uso de fosfito de potasio en el presente trabajo evidencio su poco efecto contra la
antracnosis en papaya, resultados contradictorios a los encontrados por Liljerath et al.,
(2016) que evaluaron KPhi contra Phytophtora infestans en papa, Martinez et al. (2016)

contra enfermedades en arroz, Lai et al. (2017) Penicillium expansum en manzana y
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Romezani et al. (2017) contra Pseudomonas cubensis en pepino. Las sales de fosfitos son
inductores de resistencia sistémica adquirida en muchas especies de plantas, tienen
efectos fungicidas contra diferentes patogenos principalmente de la clase Oomycetes,
aunque con menos éxito que con los fungicidas convencionales, aunque podria haber
sinergismo entre las sales de fosfito y los fungicidas o rendimientos similares (Martinez,
2016). Los modos de accion de los fosfitos son muy complejos y todavia poco conocidos,
pero ocasionan indirectamente la induccion de respuestas de defensa a través de su efecto
sobre el patogeno como la deposicion de callosa y la produccion de peréxido de
hidrégeno. Aunque también pueden provocar la inhibicion del crecimiento del patégeno
causando cambios morfologicos en la pared de la hifa del mismo (Lai et al., 2017;
Ramezani et al., 2017).

Con respecto al tratamiento de extractos vegetales, el extracto de jengibre presentd 60%
menos indice de severidad con respecto al testigo y presentd diferencia con respecto al
extracto de guanabana que tuvo 20% menor indice de severidad.

El uso de los dos extractos empleados en el presente trabajo se han utilizado ampliamente
en el control de bacterias (Sulaiman et al., 2014; Chakotiya et al., 2017; Almaki et al.,
2017; Pinto et al., 2017), pero no contra hongos. El efecto bactericida que estos extractos
tienen es por la presencia de los flavonoides, terpenoides, alcaloides, taninos, saponinas,
antraquinonas y compuestos fenolicos que estos contienen, ya que afectan la
permeabilidad de la membrana bacteriana, asi como a la actividad de reflujo de las células
bacterianas (Chakotiya et al., 2017; Pinto et al., 2017). Sin embargo, Jasso de Rodriguez
et al., (2017) report6 el efecto antifingico de extractos de las raices y las hojas de
Flourensia spp. contra Fusarium oxysporum y Rhizopus stolonifer, asi mismo De Corato
et al., (2017) evalud extractos de Laminaria digitata, Undaria pinnatifida, Porphyra
umbilicalis, Eucheuma denticulatum y Gelidium pusillum contra Botrytis cinerea,
Monilinia laxa y Penicillium digitatum. El efecto antifingico también se lo atribuyen a
los compuestos fendlicos presentes en los extractos, ya que estos compuestos producen
una inhibicién enzimaética por su oxidacién y los taninos que inhiben la sintesis de
proteinas en la célula.

Los resultados antes descritos también se pueden observar en el Cuadro 5.2, en la que se
muestra el seguimiento que se tuvo del dia inicial del estudio hasta los cinco dias que

acabo.
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Cuadro 5.2. Seguimiento fotografico del control de Colletotrichum sp. con diferentes
tratamientos sobre el indice de severidad de antracnosis.

Tnch;)derm Trlchode Bacillus Bacillus Azoxistr Fosflto Cloruro Extracto ST
lon |brach| subtilis i O M obin Guanaba
g harznanu ciens Potasno Calcno Jenglbre

5.5.2. Parametros de calidad
5.5.2.1.Pérdida de peso

La pérdida de peso es la pérdida de humedad del fruto y es el resultado del déficit de
presion de vapor entre la atmdsfera menos saturada y el fruto, que esta cerca de la
saturacion con agua y en el presente trabajo se observo que la pérdida de peso estuvo en
ascenso durante el tiempo de almacenamiento al igual que en el trabajo de Ali et al.,
(2011). A los diez de evaluacion se observo una pérdida de peso del 10% en papayas
testigo, mientras que las que fueron tratadas con cloruro de calcio y extracto de jengibre
tuvieron 10% mas pérdida que las testigos, sin mostrar diferencia significativa (P > 0.05)
entre ellas. Mientras que los frutos tratados con Trichoderma longibrachiatum mostraron

significativamente 13% menos pérdida que los testigos (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Firmeza de los frutos de papaya cv. Sunrise sometida a diversos
tratamientos postcoseha (Trichoderma longibrachiatum, cloruro de calcio, extracto de
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jengibre) durante su almacenamiento a 20+2°C y 85% de HR. Las barras verticales
representan + desviacion estandar de ocho réplicas.

La transpiracién es un factor crucial para preservar la fruta, una gran pérdida de peso en
relacion al peso inicial deprecia el valor de la apariencia de los frutos, debido a que
presentan una superficie arrugada. La papaya se comercializa por unidad de peso, y la
pérdida de peso en la misma resulta en menor rendimiento. La pérdida de peso por encima
del 5 % es suficiente para el deterioro de las papayas y con frecuencia esta pérdida es

negligencia de la cadena de comercializacion (Irfan et al., 2013).

5.5.2.2. Color
La luminosidad también Ilamada claridad mostré una tendencia ascendente con respecto
al tiempo de estudio en todos los tratamientos aplicados (Figura 5.3a). Las papayas
testigo, tratadas con cloruro de calcio y extracto de jengibre mostraron su maxima
luminosidad a los ocho dias de evaluacién (L = 72.5), para después declinar a los diez de
estudio (L = 68), sin presentar diferencia significativa, indicando con este descenso el
inicio de la senescencia de los frutos evaluados, mientras que las frutas tratadas con T.
longibrachiatum mostraron significativamente 13% menos luminosidad que las papaya
testigo a los ocho dias de evaluacion, con lo que se indico que se retrasé la maduracion.
Otro parametro de color fue el croma, el cual es el grado de diferencia existente entre un
color y un gris, lo que corresponde con la saturacion del color percibido, mostré la misma
tendencia presentada en la luminosidad (Figura 5.3b). A los ocho dias de estudio los frutos
tratados con Trichoderma tuvieron significativamente 18% menos croma que los demas
tratamientos evaluados. El tono es grado en el cual un estimulo puede ser descrito como
similar o diferente, mostré que las papayas evaluadas durante el experimento tuvieron un
ascenso del tono para después descender (Figura 5.3c), comportamiento que se presentd
a los cuatro, seis y ocho dias de estudio en las frutas testigo, tratadas con extracto de
jengibre y cloruro de calcio, respectivamente, mientras que las tratadas con T.

longibrachiatum tuvieron s6lo un efecto ascendente.
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Figura 5.3. Color de frutos de papaya cv. Sunrise sometida a diversos tratamientos

postcoseha (Trichoderma longibrachiatum, cloruro de calcio, extracto de jengibre)

durante su almacenamiento a 20+2°C y 85% de HR. A) Luminosidad, B) Croma D)
Tono. Las barras verticales representan + desviacion estandar de ocho réplicas.

Los cambios mostrados en los resultados se pudieron deber al efecto de la maduracion
que el fruto esta presentando (Rashid et al., 2015). En el caso de la luminosidad los
resultados indicaron que la céscara de la papaya se fue aclarando, ya que el valor de L*
fue aumentando. Los valores de luminosidad obtenidos fueron similares a los
determinados por Ali et al., (2011) y Hamzah et al., (2013). EI cambio de color en la fruta
fresca es un indicador de calidad, asi mismo indica la maduracion y la posible vida util
del fruto. El proceso de maduracion de la papaya involucra degradacion de clorofila y
sintesis de pigmentos carotenoides. La degradacion de la clorofila puede deberse a tres
factores posibles ya sea individualmente o en secuencia (Wills et al. 2007). Estos factores
son cambios de pH (debido a fugas de acido organico de las vacuolas), sistemas
oxidativos y clorofilasas. Todos estos posibles mecanismos de accion se aceleran a
medida que avanza el proceso de respiracion y maduracion (Ali et al., 2011; Hamzahd et
al., 2013). En el caso de croma y tono, estos estan relacionados con las coordenadas de
a* y b*, y un aumento en a* indica que la cascara se vuelve mas roja y mas alta b* indica
mas amarillo. Por lo tanto, para el proceso de optimizacion, los valores mas bajos de L, a
y b se utilizaron como indicadores de calidad en el retraso de la maduracion y posterior

prolongacion de la vida atil. (Hamzahd et al., 2013).
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Los resultados antes descritos también se pueden observar en el Cuadro 5.3, en la que se
muestra el seguimiento fotogréfico que se tuvo del dia inicial del estudio hasta los diez
dias que finalizo.

Cuadro 5.3. Aspecto visual de la aplicacion de Trichoderma longibrachiatum, cloruro
de calcio y extracto de jengibre en frutos de papaya cv. Sunrise, durante su
almacenamiento a 20+2 °C y 85 % de HR.

5.5.2.3. Firmeza
La firmeza es la cualidad que los frutos tienen para indicar que tan firmes estan,
mostrando que las papayas evaluadas en el presente estudio tuvieron un declive en su
firmeza inicial con respecto a la final reportada a los diez dias de evaluacion (Figura 5.4).
Mostrando a este dia que la firmeza de las papayas testigo no tuvo diferencia significativa
con las tratadas con extracto de jengibre, mientras que las tratadas con cloruro de calcio
y T. longibrachiatum reportaron el doble (55) y el tiple (140%) mayor firmeza que las

antes mencionadas, respectivamente.
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Figura 5.4. Firmeza de frutos de papaya cv. Sunrise sometida a diversos tratamientos
postcoseha (Trichoderma longibrachiatum, cloruro de calcio, extracto de jengibre)
durante su almacenamiento a 202 °C y 85 % HR.
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El cambio en la firmeza es uno de los principales indicadores para juzgar la calidad de la
fruta y esté estrechamente afectado por la maduracion. La reduccion de la textura de la
fruta puede ocurrir a través de dos posibles mecanismos de accién. EI primer mecanismo
se debe a la descomposicion de los carbohidratos poliméricos que ocurre durante la
maduracion y que provocan el debilitamiento de las paredes celulares, pérdida de
integridad de la membrana, hidrolisis de celulosa y hemicelulosa, asi como
despolimerizacion de pectina y almiddn, que se catalizan por la accion de varias enzimas,
incluyendo la poligalacturonasa, la pectinmetilesterasa, la pectatoliasa, la
Rhamnogalacturonasa, la b-galactosidasay la celulasa, que disminuye la cohesion celular
por desorden celular y degradacion de la pectina (Wills et al., 2007). El segundo
mecanismo que contribuye a la pérdida de firmeza del fruto esta relacionado con la
pérdida de agua por la transmision del vapor de agua que causa pérdida en la turgencia

celular.

Con los resultados obtenidos se sugieren que la aplicacion de Trichoderma
longibrachiatum retras6 la maduracion de la papaya, resultando en fruta mas firme,
lamentablemente no se encontraron trabajos en los que se haya evaluado estos pardmetros
para contrarrestar los resultados obtenidos, ya que el principal uso le dan a Trichoderma

es el uso de control bioldgico (Landero-Valenzuela et al., 2015).

5.5.2.4. Sélidos solubles totales, pH, acidez titulable, contenido de &cido
ascorbico

El contenido de solidos solubles totales (SST) y pH, tuvieron una tendencia a aumentar
con respecto al tiempo de almacenamiento, a los diez dias de evaluacién (Cuadro 5.4),
los SST de las papayas tratadas con Trichoderma longibrachiatum mostraron
significativamente 10% menos °Brix con respecto a las testigos y las tratadas con extracto
de jengibre, pero no con las tratadas con cloruro de calcio, con respecto al pH nuevamente
las frutas tratadas con T. longibrachiatum presentaron significativamente menor pH que
los demaés tratamientos. La tendencia de la acidez titulable fue inversa a los parametros
anteriores sin presentar diferencia significativa en su contenido por los diferentes
tratamientos aplicados durante el tiempo de estudio. El contenido de &cido ascérbico
tampoco presentd diferencia significativa a lo largo del estudio, pero presenté un

incrementd hasta los seis de evaluacion para después declinar.

132



Cuadro 5.4. Cambios en los sélidos solubles totales, pH, acidez titulable y contenido de

Capitulo V

acido ascorbico en frutos de papaya cv. Sunrise tratada con Trichoderma

longibrachiatum, cloruro de calcio y extracto de jengibre, durante su almacenamiento a

2042 °C y 85 % de HR.

Tiempo
de Testigo Tri_chode_rma Cloruro de calcio E)_(trac_:to de
almacén longibrachiatum jengibre
(Dias)
Solidos solubles totales (°Brix) \
0 5.95+0.50 ab 6.23+1.08 ab 5.48+0.43 a 6.59+0.80 b
2 8.65+0.88 bc 7.46+1.30 ab 7.24+0.88 a 9.06+0.68 ¢
4 9.21+0.60 bc 7.90+0.40 a 8.26+1.27 ab 10.08+0.74 ¢
6 9.76+0.42 bc 8.48+1.10 a 8.85+0.83 ab 10.61+0.92 ¢
8 10.66+0.82 b 9.00+.88 a 9.23+0.61 a 10.85+0.63 b
10 11.35+1.12 ab 10.29+0.46 a 10.50+0.87ab  11.58+0.68 b ‘
pH
0 5.34+0.10 a 5.36+0.05 a 5.39+0.08 a 5.38+0.06 a
2 5.50+0.05 b 5.42+0.05 a 5.46+0.04 ab 5.45+0.02 ab
4 5.59+0.08 ¢ 5.45+0.04 a 5.48+0.08 ab 5.54+0.03 bc
6 5.64+0.05 b 5.50+0.02 a 5.53+0.06 a 5.61+0.06 b
8 5.76+0.09 b 5.60+0.06 a 5.68+0.04 ab 5.74+0.05 b
10 5.79£0.07 b 5.68+0.05 a 5.77+0.04 b 5.76+0.06 b
Acidez titulable (mg de acido citrico/100 g de peso fresco) \
0 14.10+1.43 a 13.84+1.26 a 13.32+0.45 a 13.14+0.94 a
2 11.66+1.33 a 11.49+1.44 a 12.97+0.64 a 11.66+1.52 a
4 11.49+1.34 10.97%£0.72 11.57£1.23 11.14+0.98
6 10.97+1.10 a 10.44+0.98 a 11.23+1.08 a 10.70+1.05a
8 9.31+0.98 a 10.18+0.64 ab 10.70£1.05 b 9.92+0.89 ab
10 8.88+1.33 a 9.83+0.69 a 8.53+1.16 a 8.35+1.12 a
Contenido de acido ascérbico (mg de acido ascérbico/100 g de peso fresco) \
0 36.85+9.14 a 42.55+7.47 a 37.66+7.18 a 41.05+9.14 a
2 50.68+9.61 a 47.4249.38 a 45.02+8.61 a 46.77+7.87 a
4 73.84+8.59 a 79.98+9.73 a 76.17+9.72 a 71.74+6.40 a
6 95.73+7.70 a 98.71+6.35 ab 105.78+8.20 b  92.30+6.99 a
8 91.95+8.23 a 94.87+9.99 a 95.55+6.22 a 91.10+9.07 a
10 72.1945.16 a 89.38+9.26 b 82.83+9.45 b 70.37+3.64 a

Los valores obtenidos en el presente trabajo fueron consistentes con los obtenidos por Ali
et al., (2011) quienes trabajaron con recubrimiento de quitosano en papaya y con Rashid

et al., (2015) quienes evaluaron irradiacion gama combinado con tratamiento

hidrotermico en papaya. El aumento de SST se puede deber a los cambios que la papaya

sufre dentro de la maduracion, es un buen estimador del contenido de azUcar en las frutas,

ya que ésta representa méas del 90% de la materia soluble en la mayoria de ellas, el
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incremento de ellos durante el estudio indica un alto contenido de azlcares provenientes
de una degradacion de carbohidratos complejos. La disminucidon de la acidez de la fruta
se debe probablemente a la reduccidon de la actividad metabdlica durante el climaterio hay
consumo de acidos organicos, ya que la fruta no tiene reservas de almidon (Wills et al.

2007) y por lo tanto un aumento en el pH.

5.6. CONCLUSION
En la primera fase, se demostré que el control bioldgico presenté mejores resultados que
el control quimico y los extractos vegetales, siendo Trichoderma longibrachiatum el
agente con mayor efecto antifingico. En la segunda fase, nuevamente se observé que
Trichoderma. longibrachiatum ocasion6 la menor pérdida de peso, la mayor firmeza,
retuvo por mayor tiempo la coloracién de los frutos, por lo que este agente podria ser
prometedor para el control de antracnosis, asi como tratamiento postcosecha en frutos de

papaya cv. Sunrise.
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