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RESUMEN
Los citricos son recursos agroindustriales de mucha importancia debido a su
alta demanda y consumo alrededor del mundo ya sea en fresco y/o procesa-
dos. A pesar de esta importancia, los niveles de pérdida en poscosecha, cau-
sados principalmente por enfermedades fungosas como el moho o podredum-
bre verde (Penicillium digitatum), pueden alcanzar hasta el 90%. Para el control
de P. digitatum, los principales tratamientos son aplicaciones quimicas con fun-
gicidas sintéticos que pueden afectar al ambiente y a la salud humana por lo
cual métodos alternativos eficientes como control biolégico microbiano, quimi-
cos de baja toxicidad y extractos botanicos estan siendo ampliamente conside-
rados. Sobre esta base, el presente trabajo se realizé con el propdsito de eva-
luar el efecto de control biolégico de los taninos provenientes de un extracto
vegetal de banano verde (Musa paradisiaca) variedad Cavendish en la reduc-
cion de la podredumbre causada por P. digitatum en variedades comerciales de
naranja (Citrus sinensis) variedad Valencia y mandarina (Citrus reticulata) va-
riedad Blanco. Para medir el efecto de control, concentraciones de extracto de
la cascara de banano verde de: 1000, 800, 600, 400 y 200 ppm fueron evalua-
dos en ensayos in vivo con inoculaciones artificiales del patdégeno durante 22
dias. Estos tratamientos fueron comparados frente a un testigo absoluto sin
tratamiento y un fungicida comercial Thiabendazol. Los resultados obtenidos
demostraron que el extracto de banano evaluado en diferentes concentraciones
no fue efectivo en la reduccién del crecimiento del patégeno en comparacién
con el testigo sin tratar para mandarina. En el caso de la naranja, el extracto
evaluado en diferentes concentraciones presentd efectividad en la reduccién
del crecimiento sobre P. digitatum en comparacion con el testigo, siendo el me-
jor tratamiento a una concentracion de 1000 ppm, con una reduccidén de
52,98% de la media del crecimiento radial del hongo en comparacioén con el
testigo y su actividad biolégica fue similar al efecto de control que presenta el
fungicida comercial. Con base en los resultados se concluyd que es posible
relacionar la reduccién del crecimiento de P. digitatum en mandarina y naranja

debido a los taninos presentes en el extracto de banano verde.



ABSTRACT
Citrus fruits are agroindustrial resources of great importance due to their high
demand and consumption in the world, in fresh and / or processed. Despite this
importance, the levels of loss in post-harvest, caused mainly by fungal diseases
such as mold or green rot (Penicillium digitatum), can reach up to 90%. For con-
trol of P. digitatum, the main treatments are chemical applications with synthetic
fungicides that may affect human health and environment, therefore efficient
alternative methods such as microbial biological control, low toxicity chemicals
and botanicals extracts are being considerated. On this base, the present work
was carried out with the purpose of evaluating the effect of biological control of
tannins from a green banana plant extract (Musa Paradisiaca) Cavendish varie-
ty against rot caused by P. digitatum in commercial orange (Citrus sinensis)
Valencia variety and mandarin (Citrus reticulata) Blanco variety. To measure
the control effect, different concentrations of the extract green banana peel of
1000, 800, 600, 400 and 200 ppm were evaluated in in vivo with artificial inocu-
lations of the pathogen for 22 days. These treatments were compared to an ab-
solute control without treatment and the commercial fungicide Thiabendazole.
The results obtained showed that the banana extract evaluated in different con-
centrations is not effective in reducing the pathogen growth compared to the
untreated control in mandarin. In the case of orange, the extract evaluated in
different concentrations showed reduction of growth on P. digitatum in compari-
son with the control, being the best treatment in concentration of 1000 ppm,
with a reduction of 52.98% of the average of the radial growth of the fungus
compared to the control and its biological activity was like the control effect of
the commercial fungicide. Based on the results it was concluded that it is possi-
ble to relate the reduction growth of P. digitatum in mandarin and orange due to

the tannins present in the green banana extract.
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1. Introduccién

Los citricos son cultivos de alto consumo alrededor del mundo con capacidad
de adaptarse a diferentes condiciones ambientales y climaticas (Nifio et al.,
2012), por lo que son comercialmente cultivadas en mas de 80 paises
alrededor del mundo (Ladanyia y Ladaniya, 2010). A partir de la mitad de la
década de los ochenta, el consumo y la produccién de frutos citricos alrededor
del mundo ha tenido un crecimiento exponencial. La produccién de naranjas,
tangerinas, limones y limas se ha incrementado rapidamente lo cual permite
mayores niveles de consumo total y per capita de citricos (Nifio et at., 2012).
Estudios realizados por Corporacion Universitaria Lasallista (2012), datan que

debido a su demanda, son los frutos mas producidos a nivel mundial.

Los mayores productores de frutos citricos se encuentran en el hemisferio norte
y aportan con el 58% de la produccién en el mundo; mientras que los paises
provenientes del hemisferio sur representan el restante de la produccion. Son
cinco los paises en que se concentra casi el total de la produccion de estos
cultivos. Segun datos publicados por Nifio et al., (2012) los paises con mayor
produccion fueron China, Brasil, Estados Unidos y Espafia son los mayores
productores y procesadores de citricos a nivel mundial incluyendo mandarinas.
Adicionalmente, India, México y Argentina encabezan las listas de produccion

de limay limén.

Los métodos y practicas de manejo de los citricos, a lo largo de la cadena de
produccion, estan sujetos a mantenimiento de la calidad de sus frutos y el
control de problemas fitosanitarios bidticos causados por plagas vy
enfermedades (Velazquez y Hevia, 2007) y abidticos como susceptibilidad de la

especie y el clima (Vilanova et al. 2014).

Los problemas fitosanitarios de mayor impacto en los frutos citricos se
encuentran en poscosecha, en su gran mayoria, son hongos esporulantes y
filamentosos causantes de podredumbres (Carvalho et al., 2012). De los
hongos causantes de podredumbres en citricos las mayores pedidas en

poscosecha son causadas por los mohos verde (Penicillium digitatum) y azul



(Penicillium italicum). Penicillium digitatum, es el principal patégeno de las
frutas citricas, siendo el responsable de alrededor del 90% de pérdidas en la
etapa del manejo poscosecha. Lo problemas en almacenamiento de ambos
patdbgenos se deben a que las esporas se encuentran en el ambiente
facilitando la dispersion, y su futura multiplicacion (Vilanova et al., 2014).
Adicionalmente, la tasa de infeccién del hongo se incrementa al invadir la fruta
a través de lesiones o heridas provocadas durante el mal manejo poscosecha

tanto en la recoleccion, transporte y almacenamiento (Vilanova et al., 2014).

A pesar la utilizacion de agroquimicos sintéticos, el control de las infecciones
producidas por P. digitatum y P. italicum pueden ser inefectivos, ademas de
generar preocupacion en consumidores y entes reguladores debido a la
residualidad de los agroquimicos utilizados y la proliferacion de cepas
patdgenas resistentes (Carvalhoet al., 2012). Debido a esto, el incremento de
nuevas técnicas de control biolégico, este hongo sigue presentando una alta
infeccidn en los productos citricos almacenados alrededor del mundo (Macarsin
et al., 2007).

La preocupacion publica en la seguridad e inocuidad de los alimentos ha dado
paso a el interés por encontrar alternativas frente a los fungicidas comerciales
de sintesis en el control de enfermedades poscosecha (Visintin, et al., 2010).
Consecuentemente, en los ultimos anos la investigacion de métodos bioldgicos,
el uso de microorganismos, substancias de baja residualidad y extractos vege-
tales han sido probados como alternativas eficientes en su periodo poscosecha
para citricos, pero al ser poco téxicos, su efectividad y persistencia son en ge-
neral variables y limitadas, dificultando su implementacién comercial (Carvalho
et al., 2012).



2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto del extracto vegetal de banano verde para el control de

Penicillium digitatum, en citricos en poscosecha

2.2. Objetivos especificos

e Demostrar la efectividad de extracto vegetal de la cascara verde de
banano en naranja y mandarina en poscosecha para el control de

Penicillium digitatum.

e Determinar la dosis optima para la inhibicion de Penicillium digitatum

en naranja y mandarina en poscosecha.

3. Marco Teérico

3.1. Generalidades del cultivo de citricos

3.1.1. Caracteristicas botanicas

Las diversas especies y variedades cultivadas del género Citrus tienen su
origen en las zonas subtropicales y tropicales de Asia y del archipiélago
Malayo. A partir de este centro de origen se cree que se dispersaron hacia el
sudeste de Europa y norte de Africa. Posteriormente, en la colonizacién fueron
llevados a América del sur, y una vez en Brasil y el Caribe, este cultivo se

extendio por el resto de América (Anderson, 2012).

Desde el punto de vista botanico, los citricos pertenecen al orden de las
Sapindales, de la familia Rutaceae y al género Citrus (Ladanyia y Ladaniya,

2010). Estos frutos se caracterizan por ser un fruto carnoso conocido con el



nombre de hesperidio con varias formas, entre ellas: esférica, redonda,
achatada u ovoide. En este hesperidio se encuentran pequefias vesiculas de
pulpa (endocarpo) (Velazquez y Hevia, 2007), en forma de lagrimas como
pequefos sacos de jugo, recubiertas de un blanco tejido esponjoso (albedo o
mesocarpo) y su cascara (flavedo o exocarpo) con un sin numero de glandulas
muy desarrolladas oleiferas, que pueden ser visibles en su cascara como
puntos circulares, hundidos y oscuros (Anderson, 2012). Su pulpa se encuentra
conformada por gajos y estos separados por una fina pelicula transparente
como prolongacion del tejido blanco esponjoso (Orduz y Mateus, 2012). En su
interior, dentro de los carpelos se encuentran sus semillas que pueden
encontrarse en gran numero o estar practicamente ausentes en algunos
hibridos (Velazquez y Hevia, 2007).

En naranja Citrus sinensis (L.) variedad Valencia, estos frutos se caracterizan
por presentar hesperidios carnosos de diferente tamafio, formas, color y sabor
o calidad del jugo por lo general esféricas a ovoides. Estos frutos son
indehiscentes con un endocarpio carnoso con varias divisiones 0 gajos que son
separados por delgados tabiques, las cuales tienen la particularidad de

contener numerosas vesiculas llenas de jugo (Hernandez, 2014).

Para mandarinas Citrus reticulata variedad Blanco, es un fruto con forma
esférica por lo general achatado en los polos, su corteza es delgada y facil de
pelar, presenta un color naranja y en ocasiones una gama hasta rojizo intenso,
tiene la particularidad de presentar un hinchado por aire conocido por bufada al
alcanzar la madurez, y no presenta resistencia al transporte lo que ocasiona los
dafios por el desarrollo de mohos. Su pulpa es de color naranja oscura se
encuentra separada por 11 a 14 gajos facilmente separables, con sacos de
jugos pequefnos, despuntados y anchos que contienen abundante jugo
(Gomez, 2011).

3.1.2. Produccion y procesamiento

En cuanto a la produccion los citricos son las frutas mas producidas a nivel

mundial como un grupo de varias especies, y son economicamente cultivadas



en mas de 80 paises en el mundo. El cultivo de citricos no sdélo es
remunerador, sino que también genera empleo. (Ladanyia y Ladaniya, 2010).
Las tendencias de produccion de cultivos citricolas indican que las naranjas
constituyen aproximadamente el 60 por ciento de la produccién total, seguidos
por la produccion de diferentes variedades de mandarinas como clementinas,
satsumas y tangerinas, que entre ellas representan alrededor del 20 por ciento

de la produccion (Ladanyia y Ladaniya, 2010).

La produccion mundial de citricos en el afo 2013 alcanzé 136.3 millones de
toneladas, en los que 107.7 millones de toneladas fueron alcanzadas en el
hemisferio norte con un 79% de la produccion total de citricos en el mundo, y
28.6 millones de toneladas fueron registradas por parte del hemisferio sur con
el 21% con relacion a la produccion total de citricos en el mundo (Ledn, 2016).
Ademas, 72.5 millones de toneladas corresponden a la produccion de naranjas
con un 53%, 28.6 millones de toneladas a mandarinas con un 21%, 15 millones
de toneladas correspondiendo a limas y limones con un 11%, 8.2 millones de
toneladas a toronjas con un 6% y 12 millones de toneladas repartidas entre

varios citricos con un 9% (Del Castillo, 2016).

El principal productor de frutos citricos es China con una produccion de 32.6
millones de tonelada correspondiendo al 24% de la produccién mundial,
seguido por Brasil con 19.7 millones de toneladas, como tercero en la lista se
encuentra Estados Unidos con una produccion de 10.2 millones de toneladas,
México con 7.7 millones de toneladas, Espafia con 6.4 millones de toneladas,

Egipto con 4 millones de toneladas (Del Castillo, 2016).

Por otra parte, en el afo 2015, las exportaciones de citricos alcanzaron los 16
millones de toneladas. Espafia como principal exportador, seguido de
Sudafrica, Turquia, Egipto y China. Estos 5 paises concentran el 60% del

movimiento de este comercio (Del Castillo, 2016).

Los principales productos dentro de la cadena agro-productiva de los frutos
citricos que se comercializan internacionalmente son: naranjas, limones,
mandarinas, lima agria o mejicana, toronjas o pomelos, estos productos con

una alta demanda en fresco o seco. Ademas; zumo de naranja congelado,



zumo de cualquier otro fruto citrico, confituras, jaleas, mermeladas, purés,
pastas y demas zumos de otros frutos citricos (Corporacion Universitaria
Lasallista, 2012)

3.2. Problemas fitosanitarios de campo y poscosecha de frutos citricos

y manejo.

3.2.1. Problemas fitosanitarios

La calidad de los citricos esta determinada por su manejo en el campo como un
buen manejo poscosecha. Estos frutos deben encontrarse con una consisten-
cia firme, sin heridas o lastimaduras por insectos o microorganismos en su su-
perficie, no deben encontrarse en descomposicion, como también libre de ma-
terias extrafas visibles, ademas exento de sabores y olores extrafios, o de
cualquier factor extrafio que afecte para el consumo humano (Velazquez y He-
via, 2007).

Sin embargo, los citricos presentan problemas fitosanitarios especialmente re-
presentados por plagas y enfermedades que se manifiestan desde el campo
hasta la poscosecha. Lepidopteros, moscas de la fruta, entre otros son las pla-
gas mas frecuentes que afectan a los frutos citricos. En el caso de las enfer-
medades por microorganismos especialmente hongos como Phytophtora ci-
trophthora y Phythophtora nicotiana, son los principales responsables de la pu-
dricién oscura, incluso en frutos sanos cuando las condiciones de campo son
conductivas. Es frecuente también encontrar otra enfermedad conocida como
la pudricion amarga ocasionada por Geotrichum candidum, los frutos mas sus-
ceptibles seran aquellos con alguna lesién o los mas cercanos al suelo (Velaz-
quez y Hevia, 2007). Un cuidadoso manejo de la plantacién antes y después de
la cosecha, disminuira considerablemente los problemas de la poscosecha (Ve-

lazquez y Hevia, 2007).

A pesar de adecuados manejos de la plantacion, importantes pérdidas econo-

micas se han reportado, causadas por diferentes enfermedades poscosecha,



que afectan las cualidades organolépticas de frutos, es decir, desde que estos
son cosechados, almacenados y destinados a las perchas para el consumidor
final (Carvalho et al., 2012).

Entre los principales problemas de poscosecha de citricos son la podredumbre
verde causadas por Penicillium digitatum (Sacc) y azul causada por Penicillium
italicum (Whem). El primero (Penicillium digitatum) como el principal responsa-
ble de las pérdidas poscosecha entre 50 % y 80% de la produccién mundial
(Gonzales, 2011). La problematica de pérdidas causadas por ambos patdégenos
se debe a que las esporas de estos hongos se encuentran en el ambiente y
pueden ser dispersadas con facilidad aumentando los niveles de infeccion, es-
pecialmente en los frutos por medio de heridas, magulladuras y golpes durante
el proceso de cosecha y posterior almacenamiento en poscosecha (Velazquez
y Hevia, 2007).

La sintomatologia se presenta inicialmente por un punto pequefio de un tamafo
de 2 a 3 milimetros de diametro, presentando un aspecto blando, acuoso y de-
colorado con una ligera depresiéon. Esta pequefia mancha se expande rapida-
mente en un tiempo promedio de 24 a 36 horas a temperatura ambiente, alcan-
zando un diametro de 2 a 4 centimetros llegando a comprometer las vesiculas
que contienen jugo, las manchas en la superficie de la piel del fruto se desarro-
llan en forma radial a partir del centro de la lesion, posteriormente se torna
blanco, y luego se torna azul o verde, dependiendo de la especie del hongo
patogeno. El fruto, desprende un olor caracteristico de la podredumbre, pierde
su consistencia y por completo su aptitud para el consumo humano (Vilanova et
al., 2014), ademas, el hongo Penicillium digitatum produce etileno, lo cual pro-
voca un incremento de la respiracion, reduciendo la vida util de los frutos citri-

cos. Finalmente, los frutos afectados se momifican (Delgado y Pérez, 1997).

Adicionalmente a la patologia de la enfermedad los factores abidticos circun-
dantes de almacenamiento como: la humedad relativa elevada, temperatura de
20 a 25 °C, favorecen el crecimiento de Penicillium sp. A una temperatura de

10 °C, Penicillium digitatum crecera mas rapido que Penicillium italicum, pues



este ultimo se mantiene oculto por el crecimiento del primero, sin embargo, a
temperaturas inferiores a 10 °C, la situacion se invierte (Velazquez y Hevia,
2007). Los citricos son mas susceptibles a la infeccion de Penicillium spp., du-
rante una temporada de lluvia y con temperaturas entre 20 y 27 grados centi-
grados (Gonzales, 2011).

3.2.2. Manejo de poscosecha de citricos

Existes varios tratamientos tradicionales poscosecha, los cuales reducen y pre-
vienen la infeccion de Penicillium digitatum en los frutos citricos, entre los mas
comunes podemos encontrar el lavado, cepillado, desinfectado, encerado. Es-
tos procesos por lo general se llevan en secuencia, y en otros casos, depen-
diendo de las condiciones de los frutos pueden omitirse (Velazquez y Hevia,
2007).

El lavado y el tratamiento con fungicidas, son los procesos mas antiguos y los
que mayores cambios han presentado. El primero en donde se desinfecta la
piel de las frutas y se inactiva las esporas presentes en las heridas, el segundo
los frutos son sometidos a suspensiones de fungicidas, este procedimiento
busca que la sustancia activa fungistatica penetre la corteza del fruto, brindan-
do un control eficaz sobre sus patégenos (Garran, 1996). Los fungicidas mas
conocidos y utilizados son el Thiabendazol, Imazalil y Procloraz (Velazquez y
Hevia, 2007).

El enserado, es una practica poscosecha ampliamente difundida en las indus-
trias citricas, este tratamiento ademas de prevenir las pérdidas de peso, mejo-
ran la apariencia de los frutos. La utilizacion de ceras de polietileno reducen la
deshidratacion, ablandamiento y alteraciones fisiologicas debido a los trata-
mientos postcosecha mencionados anteriormente, pues el lavado y desinfecta-
do eliminan la cera natural que acumulan los frutos citricos en su desarrollo.
Estas mismas ceras permiten la conservacion de mandarina a 9°C hasta seis
semanas. (Garran, 1996).

La conservacion frigorifica, es consierado como uno de los métodos tradicional

poscosecha mas efectivos para asegurar y preservar la calidad de los frutos



citricos, debido a que retarda el envejecimiento de los frutos ya que disminuye
su respiracion, maduracion, reduce el crecimiento de prodredumbres fungicas y
disminuya los cambios metabdlicos indeseables. (Velazquez y Hevia, 2007).

Ademas, existen varios métodos alternativos que se han seguido para el con-
trol de las enfermedades poscosecha incluyen el control biolégico, métodos
fisicos como el calor o las radiaciones y el uso de productos quimicos seguros
de baja toxicidad, como los aditivos alimentarios. (Elshahawy et al,. 2015).
(Lado et al., 2011) mencionan que la utilizacion de sales con efecto fungistatico
sobre Penicillium spp., es una de las alternativas mas promisorias para poten-
ciar el control de estos patdgenos. Algunos de ellos como el sorbato de potasio
y el benzoato de sodio con actividad de amplio espectro, y la utilizacién de es-

tos tiene costo relativamente bajo (Elshahawy et al,. 2015).

3.2.3. Control biolégico de podredumbres de citricos en poscosecha

Para el control de las podredumbres de citricos causadas especialmente por
Penicillium digitatum y Penicillium italicum comunmente se usan fungicidas
sistémicos. El modo de accién de estos fungicidas es atacar o matar a las
estructuras fungosas interfiriendo en sus procesos vitales e inactivando
diferentes proteinas o enzimas esenciales de la produccién de energia o
respiracion del microorganismo. Otros atacan su membrana celular o interfieren
en rutas metabdlicas importantes y especificas, evitando la produccion de

quitina y esteroles (McGrath, 2004).

En el caso de control biolégico mediado, este puede ser implementado
principalmente por agentes vivos como microorganismos, plantas y/o sus
principios activos. McGrath (2004) los clasifica en tres diferentes tipos de

biopesticidas:

e Biopesticidas Microbianos. Son aquellos que se identifican por
presentar un agente de control biolégico (microorganismo con

capacidad de atacar o competir con un patégeno o plaga).
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e Biopesticidas Vegetales. Son aquellos incorporados a partir de

material genético, son producidos por la planta.

e Biopesticidas Bioquimicos. Son aquellos que con sustancias que su
origen se da de forma natural, pueden ser el resultado de una
fermentacion. Estas sustancias logran afectar de manera directa a
los microorganismos que causan la infeccion o pueden estimular a

los inductores de resistencia sistémica adquirida.

Los biopesticidas por lo general tienen un rango de accion o espectro
generalmente reducido, con una baja toxicidad, se pierden o se descomponen
con facilidad en el ambiente por lo que son considerados con un bajo potencial
de impacto para el ambiente (McGrath, 2004). Un ejemplo de este tipo de
biofungicidas obtenido de plantas de la divisibn Magnoliophyta, podemos
encontrar al aceite extraido de Piper divaricatum, este extracto presenta un
fuerte efecto antifungico sobre el hongo Fusarium solanum (Da Silva et al.,
2014). Se puede tomar otro ejemplo al estudio realizado en el 2011 por
Contreras y colaboradores en el que demostré que el efecto antifungico en un
extracto etandlico de alejandria (Cowania plicata D. Don) y lentisco (Pistacia
lentiscus L.) contra los hongos Colletotrichum cocodes y Fusarium oxiporum.
Otros estudios con compuestos antifungicos obtenidos de plantas de la clase
Liliopsida y el orden Zingiberales como extracto presurizado, destilado y
fermentado anaerdbica y aerdbicamente de Zingiber officinale Roscoe, inhibe el
crecimiento de Moniliophthora roreri. (Ramirez et al., 2011). Mekbib vy
colaboradores en el ano 2007 desarrollarron un estudio en donde fueron
evaluados dos diferentes extractos metandlicos de plantas provenientes de
Ethiopia, Witharia somnifera y Acacia seyal, estos extractos fueron evaluados
in vivo en naranjas variedad Valencia presentado alta efectividad en la
inhibicion de Penicillium digitatum, con un porcentaje de 70% y 75%
respectivamente. Este plantas fueron inicialmente seleccionadas por su

actividad de alto espectro sobre patégenos en humanos y plantas.
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3.3. Extraccién de taninos de la cascara verde banano y su efecto de

inhibiciéon sobre microorganismos

Se conoce como metabolitos o compuestos secundarios bioactivos de origen
vegetal, a las substancias producidas por varias especies de plantas de forma
natural y en concentraciones diferentes. Estos compuestos se caracterizan por
poseer propiedades antimicrobianas, antifungicas y en algunos casos
antioxidantes (Rivera, 2016) que pueden interferir con las estructuras o las

actividades celulares de diferentes patdgenos hasta reducir su incidencia.

Los taninos son compuestos vegetales con propiedades antifungicas que se
encuentran en altas concentraciones en la cascara de frutos de banano verde
(Garcés, 2004). Este compuesto se debe combinacion de varias moléculas de
acido galico o elagico con glucosa y acidos fendlicos dando como resultado a
los taninos. Este presenta propiedades antioxidantes, antifungicas vy
antimicrobianas, ademas de limitar la absorcion de varias sustancias y
nutrientes (Garceés, 2004). Estudios realizados por Mokbel y Hashinaga (2005),
demuestran capacidad antoxidante, antimicrobiana y antifugica, al utilizar un
extracto de la cascara de banano verde, obtenido con etanol y acetona sobre
Staphylococcus aereus, Bacillus subtilis, Bacilus cereus, Salmonella enteritidis,

Eschericia coli.

4. Metodologia

4.1. Obtencién del inoculo puro de Penicillium digitatum

Cultivos puros de Penicullium digitatum, fueron obtenidos a partir de naranjas
variedad Valencia Late maduras con signos y sintomas de podredumbre verde.
Para el aislamiento del patdégeno, se utilizé la metodologia descrita por Agrios
(2005) para aislamiento y purificacion in vitro de hongos fitopatégenos a partir
de material vegetal enfermo en agar papa dextrosa (PDA) (Anexo1). La
identificacion a nivel de especie se realizdO mediante caracteristicas

morfolodgicas de cuerpos fructiferos del microorganismo patégeno confrontados
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con bases de datos y claves de Agrios (2005) y Barnett y Hunter (1998). Los
aislados patogénicos puros fueron conservados en PDA a 4°C y se realizd
repiques de los cultivos puros con una frecuencia mensual para tener inoculo

fresco.

4.2. Obtencion del extracto acuoso de la cascara verde de banano

El extracto acuoso de la cascara verde de banano se obtuvo a partir de
muestras de Musa paradisiaca, variedad Cavendish en estado de madurez
fisiologica, utilizando las técnicas descritas por Cerutti y Neumayer (2004) y
Rivera (2016) con modificaciones. La extraccion se realizd sometiendo la
cascara verde del banano en un hidrodestilador a temperatura de 350°C
durante 48 horas. La principal modificacion fue que se realizé la extraccion en
agua destilada, seguida de filtracion de toda la cascara y residuos sodlidos,
dejando unicamente la lixivia. Posteriormente, se realizd un proceso de secado
y liofilizacién del extracto lixiviado. Finalmente, el extracto fue almacenado en
tubos Falcon estériles nuevos, en un desecador a temperatura ambiente para
remover los residuos de humedad y almacenados a una temperatura promedio
de 15,7°C. El flujo del proceso del extracto acuoso de la cascara de banano

verde se describe en la figura 1.
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—
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BANAND
BANANO VERDE
Estufa
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CASCARA DE
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3
48 Horas Tube Facen
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Hidrodestilador FATMLN 157°C
350°C
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de extraccidbn de compuestos activos

en caliente de la cascara de banano verde con agua como solvente

El porcentaje de rendimiento de la obtencion del extracto se determind
utilizando el método volumétrico-gravimétrico descrito por Castro (2008), de

acuerdo a la ecuacion 1.
%Rendimiento: (PE (g)*100%)/PM (g)
Ecuacion 1
En donde:
PE: Peso del extracto obtenido en gramos

PM: Peso de la muestra de donde se obtendra el extracto en gramos
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4.3. Ensayo de efectividad del extracto de banano verde in vivo

Para el ensayo de efectividad se usaron mandarinas Citrus reticulata variedad
Blanco y naranjas Citrus sinensis variedad Valencia Late. Los frutos fueron
recolectados de mercados locales de la ciudad de Quito sin sintomas de
infecciones y en estado de madurez fisiolégica. Durante los ensayos se
utilizaron frutas sin lavar y frutas desinfectadas, simulando diferentes

condiciones poscosehca poscosechca.
4.3.1. Preparacion del inoculo de Penicillium digitatum

Para la preparacion del indculo de Penicillum digitatum se utilizé la metodologia
descrita por Kouassi y colaboradores (2012) y Rivera en 2016. El patégeno fue
cultivado en PDA como se describié anteriormente a 25°C durante 15 dias.
Para la recoleccién de esporas y la preparacion del inoculo, se agreg6é 10 ml de
solucion salina (NaCl 0.9%) mas 0.05 de Tween 20 al 0.05% como agente
tenso activo. Posteriormente se determind la concentracion inicial de esporas
presentes de la suspension mediante una camara de Neubauer (marca
Marienfeld) y se calibré la concentracion del patégeno a 10* conidias/ml
(Gonzales, 2011).

4.3.2. Evaluacion in vivo del efecto inhibidor del extracto de banano verde
sobre crecimiento de Penicillium digitatum en naranja en

poscosecha.

Para determinar el efecto biolégico del extracto de banano en diferentes
concentraciones sobre naranja, se planteé las hipétesis detalladas en el anexo
2.

Para la evaluacion in vivo del efecto de los extractos obtenidos, se realizé un
DCA (diseiio completamente al azar), con tres replicas para cada tratamiento
incluido los controles, cada replica estuvo formada por cinco frutos como

unidades experimentales que fueron infectados artificialmente con el patdégeno
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y posteriormente tratados con las diferentes dosis como se describen en la
tabla 1.

Tabla 1.

Tratamientos utilizando diferentes concentraciones del extracto obtenido a

partir de banano verde

Tratamientos Descripcién
FH1 (Testigo): Fruta sin ningun extracto ni fungicida comercial.
FHo Fruta con la aplicacidén de productos quimicos comerciales
como thiabendazol 1000 mg I".

Fruta con el extracto de cascara de banano verde en una

Fo concentracion de 1000 ppm.
FHa Fruta con el extracto de cascara de banano verde en una

concentracion de 800 ppm.
Fruta con el extracto de cascara de banano verde en una

FHo concentracion de 600 ppm.
Fruta con el extracto de cascara de banano verde en una

FHe concentracion de 400 ppm.
S Fruta con el extracto de cascara de banano verde en una

concentracion de 200 ppm.

Las concentraciones descritas en la tabla 1, se basaron en un estudio previo
realizado por Rivera en el 2016, este estudio se enfocd en la evaluacion del

mismo extracto sobre Penicillium digitatum in vitro.

Durante los ensayos se utilizaron frutas sin lavar y frutas desinfectadas. Para la
desinfeccion, se utilizé la metodologia descrita por Gonzales en el 2011. Los
frutos utilizados fueron sumergidos en hipoclorito de sodio al 2% durante 2
minutos y posteriormente enjuagados en agua destilada por 2 minutos mas.
Finalmente fueron secados con papel toalla y se dejaron reposar durante 3
horas antes de la inoculacion de la fruta con el hongo patégeno (Penicillium

digitatum).
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Para la inoculacion artificial de Penicillium digitatum se siguié la metodologia
descrita por Gonzales (2011) con modificaciones. Se realizd un corte o herida a
todos los frutos, mediante la utilizacion de un sacabocado metalico estéril de un
diametro de 4 mm (Figura 2) y con una micropipeta se inocul6 cada fruto con
30 ul del extracto en concentraciones de: 1000, 800, 600, 400 y 200 ppm una
hora antes de la inoculacion del patégeno y posteriormente 30 ul del patdégeno
a una concentracion de 10* esporas/ml. Los frutos tratados se depositaron en
cubetas de cartdn y fueron apilados mantenidos a una temperatura promedio
de 15.5°C, durante 22 dias.

Figura 2. Incubacion de los frutos citricos en cubetas de cartén

Para la evaluacion del efecto del extracto de banano verde se midio el diametro
de crecimiento del hongo alrededor de la herida durante el periodo de
incubacion desde el momento de la inoculacién hasta 22 dias cada 4, 8, 11, 15,
18 y 22 dias. Para el analisis de los resultados se calcularon los promedios del
tamafno de la lesion en centimetros y analizados mediante un analisis de
varianza (ANDEVA) y una prueba de separacion de medias de LSD de FISHER
(p<0.05). Adicionalmente, los datos fueron transformados a porcentajes de
severidad utilizando la escala disefiada por Cocco y colaboradores (2008), con
una ponderacién de 1 a 4 (Anexo 9) y se realizé el calculo del area bajo la

curva del progreso de la enfermedad (ABCPE).
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4.3.3. Evaluacioén in vivo del efecto inhibidor del extracto de banano verde
sobre crecimiento de Penicillium digitatum en mandarina en

poscosecha.

Para determinar el efecto biologico del extracto de banano en diferentes
concentraciones sobre mandarina, se planted las hipotesis detalladas en el

anexo 2.

Para la evaluacién in vivo del efecto de los extractos obtenidos, se realizé un
DCA (diseno completamente al azar), con tres replicas para cada tratamiento
incluido los controles, cada replica estuvo formada por cinco frutos como
unidades experimentales que fueron infectados artificialmente con el patdégeno
y posteriormente tratados con las diferentes dosis como se describen en la
tabla 1.

Las concentraciones descritas en la tabla 1, se basaron en un estudio previo
realizado por Rivera en el 2016, este estudio se enfocd en la evaluacién del

mismo extracto sobre Penicillium digitatum in vitro.

Durante los ensayos se utilizaron frutas sin lavar y frutas desinfectadas. Para la
desinfeccién, se utilizd la metodologia descrita por Gonzales en el 2011. Los
frutos utilizados fueron sumergidos en hipoclorito de sodio al 2% durante 2
minutos y posteriormente enjuagados en agua destilada por 2 minutos mas.
Finalmente fueron secados con papel toalla y se dejaron reposar durante 3
horas antes de la inoculacion de la fruta con el hongo patéogeno (Penicillium

digitatum).

Para la inoculacion artificial de Penicillium digitatum se siguio la metodologia
descrita por Gonzales (2011) con modificaciones. Se realizd un corte o herida a
todos los frutos, mediante la utilizacion de un sacabocado metalico estéril de un
diametro de 4 mm (Figura 2) y con una micropipeta se inoculé cada fruto con
30 ul del extracto en concentraciones de: 1000, 800, 600, 400 y 200 ppm una
hora antes de la inoculacion del patogeno y posteriormente 30 ul del patdogeno

a una concentracion de 10* esporas/ml. Los frutos tratados se depositaron en
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cubetas de cartén y fueron apilados mantenidos a una temperatura promedio
de 15.5°C, durante 22 dias.

Para la evaluacién del efecto del extracto de banano verde se midi6 el diametro
de crecimiento del hongo alrededor de la herida durante el periodo de
incubacion desde el momento de la inoculacion hasta 22 dias cada 4, 8, 11, 15,
18 y 22 dias. Para el analisis de los resultados se calcularon los promedios del
tamafo de la lesidn en centimetros y analizados mediante un analisis de
varianza (ANDEVA) y una prueba de separacion de medias de Tukey (p<0.05).
Adicionalmente, los datos fueron transformados a porcentajes de severidad
utilizando la escala disefiada por Cocco y colaboradores (2008), con una
ponderacién de 1 a 4 (Anexo 10) y se realiz6 el calculo del area bajo la curva

del progreso de la enfermedad (ABCPE).

5. Resultados y discusion

5.1. Identificacion de Penicillium digitatum

El hongo Penicillium digitatum (Figura 3a), fue aislado de naranja variedad
Valencia. El hongo estaba presente sobre la piel del fruto: la corteza
presentaba manchas blandas y blanquecinas con ligera depresion, la infeccion
avanzo rapidamente recubriendo el fruto completamente con micelio blanco,
finalmente tornandose de un color verde. Este hongo, observado al microscopio
(Figura 3b) presentd conidios en una estructura ramificada y fialides en donde

se observo las esporas.

La descripcion de este hongo coincide con (Macarsin, y otros, 2007), el
crecimiento macroscoépico de este hongo es rapido y progresivo, de textura
lanosa. Inicialmente presenta color blanco y luego se torna verde o verde
azulado. Microscépicamente posee gran cantidad de conidios con forma
redondeada o cilindrica; sus hifas son septadas y sus verticilos estan formados

por conidioforos, posee fialides ramificadas en donde se forman las esporas.
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Figura 3. Signos y sintomas de podredumbre verde de los citricos causada por
Penicillium digitatum.

a) Naranja de la variedad Valencia con micelio esporulado.

b) Cuerpo fructifero del patégeno en microscopio a 400X (objetivo x ocular) de magnificacion.

5.2. Evaluacion del rendimiento del extracto acuoso de la cascara de

banano verde

El extracto evaluado se obtuvo a partir de la cascara de banano variedad
Cavendish, en madurez fisiolégica. El balance de masa del proceso de
extraccion se presenta en la figura 5. La pérdida principal durante el proceso se
presenta en el momento del secado e hidrofilizacién de la parte lixiviada, en
este punto, se separa el agua agregada en el proceso de extraccion para
finalmente obtener el extracto en polvo con un porcentaje de rendimiento fue de
0,61% si se toma como base el peso total del banano utilizado y 1,44% si se
considera como base unicamente el peso de la cascara de banano. Las

caracteristicas del extracto obtenido se observan en la Tabla 2.
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verde.

Tabla 2.

Rendimiento y caracteristicas fisicas del extracto obtenido a partir de la cascara

de banano variedad Cavendish en madurez fisiol6gica

Extracto

Obtencion

Rendimiento (%)

Caracteristicas

del extracto

Extracto Acuoso

Utilizacién de
hidrodestilador
durante 48 horas,
secado a 70°C, y

liofilizacion.

0,61% (peso total
del banano)
1,44% (peso de

la cascara)

Polvo seco con
una coloracién

café claro.
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Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos por Espinosa (2013), en
su estudio se obtienen porcentajes de rendimiento que varian entre 0,248% y
1,055%, estos datos fueron calculados tomando como base el peso de la
cascara de banano de dos variedades diferentes de banano en madurez

fisiologica, y en diferentes dias de maduracion.

Dentro del proceso de actividad bananera, se encuentra como residuo de la
cosecha, al banano de rechazo con un porcentaje del 10 y 20% de la fruta
producida. Este subproducto sin embargo posee un alto contenido de taninos
(Velazquez y Hevia, 2007). Esta sustancia contenida en la cascara del banano
contenidos en la cascara de banano verde presenta un efecto bioldgico de
control sobre hongos, debido a que intervienen en la produccion de amilasa
extracelular (Greene Y Morales, 1968). Velazquez y Hevia (2007) demostraron
la especificidad del agua y del alcohol para extraer de manera selectiva taninos
de la cascara verde del banano. Sobre esta base la utilizacién del método de
extraccion acuosa de taninos se debe al bajo costo que representa y la
facilidad de conseguir los materiales para su utilizacion en futuras

investigaciones.

5.3. Evaluacioén in vivo del efecto inhibidor del extracto de banano sobre

el crecimiento de Penicillium digitatum en naranja.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto del extracto de banano
verde sobre el crecimiento de Penicillium digitatum en las naranjas sin lavar
demostraron que las diferentes dosis (excepto 200 ppm) controlaron
significativamente la infeccién causada por P. digitatum dentro de los primeros
4 dias de incubacion, posteriormente fueron ineficientes en el control de la
podredumbre causada por P. digitatum comparados con el control sin tratar y el

fungicida comercial Thiabendazol (figura 5).
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Figura 5. Comparacion del efecto de un extracto de banano verde en diferentes
concentraciones y un fungicida comercial sobre la reduccion del crecimiento de
Penicillium digitatum en naranja variedad Valencia durante 22 dias. Las barras
representan el promedio del tamafo de la lesion para cada tratamiento y letras
diferentes indican diferencias significativas entre de acuerdo con un test de
LSD de Fisher p<0.05.

En la figura 5 se observa que el tratamiento aplicado con fungicida comercial
(FH2) presenta una incidencia directa en la reduccion del crecimiento sobre
Penicillium digitatum, con una reduccion en la media de crecimiento radial del
hongo con respecto al testigo. En este ensayo se observd que, el efecto de
inhibicién del hongo patégeno fue menor en el caso del uso del extracto vegetal
en diferentes dosis: FH3, FH7 y FH6 que corresponden al extracto de banano
en concentraciones de 1000, 200 y 400 ppm, respectivamente. Por otra parte,

los tratamientos FH4 y FH5 (extracto de banano en una concentracion de 800
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ppm y 600 ppm) no presentaron un efecto bioldgico de la reduccion de
crecimiento sobre P. digitatum. En efecto, los resultados obtenidos con estos
dos extractos son muy similares a los obtenidos por el testigo.

El tratamiento FH4 con una concentracion de 800 ppm, presentd un
comportamiento inusual y atipico sin lograr controlar el crecimiento del hongo
durante el ensayo, esto pudo deberse a que los frutos utilizados pudieron
encontrarse previamente dafados y en la corteza ya estaba una concentracion
de indculo del hongo patdégeno proveniente del campo. En concordancia con
esto, un estudio realizado por Guédez y colaboradores (2010), muestran que la
corteza de frutos citricos tomados al alzar se encuentran colonizadas por

Penicillium digitatum en un 80%.

Los datos obtenidos, después de 22 dias de evaluacion fueron analizados
mediante un analisis de varianza ANDEVA, utilizando un modelo general lineal
con una significancia estadistica del 95%, este analisis mostré una diferencia
significativa en la reduccidn del crecimiento del hongo Penicillium digitatum a
través del tiempo y con respecto a los diferentes tratamientos evaluados (tabla
3).

Tabla 3.

ANDEVA del crecimiento de Penicillium digitatum ante diferentes tratamientos y

en diferentes tiempos sobre naranja sin lavar.

Fuente Gl SC Ajus. ‘ CM. Ajust. | Valor-F | Valor-p
Tiempo 6 193.33 32.222 21.91 0,000
Tratamientos 6 33.89 5.649 3.84 0,001

Error 480 705.95 1.471
Falta de Ajuste 36 88.80 2.476 1.77 0.05
Error Puro 444 617.15 1.39

Total 492 934.55

La tabla 3 muestra un p<0.05 y se analizaron los factores: tratamientos (5
concentraciones del extracto, el fungicida y un testigo natural) y el tiempo (6

tiempos diferentes), este analisis permitié determinar que existe una diferencia
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significativa en la reduccion del crecimiento de P. digitatum en naranja

poscosecha a través del tiempo.

Para determinar si existié diferencia estadistica significativa entre tratamientos,
los datos obtenidos sobre el crecimiento del hongo en los dias: 4, 8, 11, 15, 18
y 22, fueron analizados independientemente por un ANDEVA de una via y una
prueba de separacion de medias mediante el test LSD de FISHER con p< 0.05.
Los resultados comparativos entre; un testigo, un fungicida comercial y cinco
concentraciones del extracto de banano, mostraron una diferencia estadistica
significativa con un p< 0.05, a los 18 dias de la inoculacion del hongo (Anexo
7). La infeccidn del hongo se presenté de forma tardia y su sintomatologia

avanzo lentamente.

210
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 6. Comparacion del efecto de un extracto de banano verde en diferentes
concentraciones, un fungicida comercial y un control sobre la reduccién del
crecimiento de Penicillium digitatum (datos ploteados de tres repeticiones del
ensayo) en naranja sin lavar a los 18 dias de inoculacién. Las letras diferentes
indican diferencia significativa entre los tratamientos de acuerdo con un test
LSD de Fisher y con un p< 0.05.
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Los resultados comparativos de este ensayo se observan en la figura 6. En
este ensayo se corrobord que el extracto FH2 correspondiente al fungicida
comercial Thiabendazol, presenta diferencia estadistica significativa en la
reduccién del crecimiento sobre Penicillium digitatum a los 18 dias después de
la inoculacion sobre el control. Los tratamientos FH3, FH6 y FH7
correspondientes al extracto de banano en concentraciones de 1000 ppm, 400
ppm y 200 ppm, muestran una reduccion de crecimiento de P. digitatum similar
al efecto del fungicida comercial. El tratamiento FH3 redujo 52.98% la media de
crecimiento radial del hongo P. digitatum con respecto al testigo. El efecto de
control de crecimiento presentado permitié asociar la actividad biolégica de los
taninos presentes en el extracto de cascara de banano verde sobre el control
de P. digitatum en la naranja. Existen varios estudios sobre la utilizacién de
extractos de taninos sobre el control del crecimiento de hongos fitopatégenos.
Veloz y colaboradores (2008), que demostraron que los extractos de taninos
obtenidos de cascalote y quebracho tienen una alta actividad inhibitoria del
crecimiento micelial de 7 diferentes tipos de hongos, con una efectividad del
40% al 100%. Se hace énfasis en que estos extractos funcionan bien
principalmente cuando son usados como métodos de prevencion, es decir
estos extractos protegen a los tejidos vegetales previo a la inoculacién del
hongo (Veloz et al., 2008).

Los resultados del efecto bioldégico de control del crecimiento de Penicillium
digitatum en las naranjas lavadas; bajo los efectos de varios tratamientos (un
testigo absoluto; fungicida comercial Thiabendazol y un extracto de banano
verde en 5 concentraciones; 1000ppm, 800ppm; 600ppm; 400ppm; 200ppm)

durante 22 dias de evaluacion se observan en la figura 7.
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Figura 7. Comparacion del efecto de un extracto de banano verde en diferentes
concentraciones y un fungicida comercial sobre la reduccion del crecimiento de
Penicillium digitatum en naranja desinfectada variedad Valencia durante 22
dias. Las barras representan el promedio del tamafo de la lesién para cada
tratamiento y letras diferentes indican diferencias significativas entre de

acuerdo con un test de LSD de Fisher p<0.05.

En la figura 7 se muestran las curvas de crecimiento de Penicillium digitatum en
naranja previamente desinfectadas. Elshahawy y colaboradores (2015),
sefalan que la desinfeccion previa de las frutas tratadas con hipoclorito de
sodio durante dos minutos y enjuagadas con agua, permite remover de la
corteza de la fruta suciedad, restos de pesticidas y esporas fungicas que
usualmente cubren la piel de los frutos frescos recien cosechados. En la figura
8 se puede apreciar, que el tratamiento con fungicida comercial (FH2) presenté
reduccion del crecimiento sobre hongo P.digitatum en comparacién con el
testigo (FH1). Los tratamientos FH3, FH4, FH5, FH6 y FH7 correspondientes a
concentraciones de 1000, 800, 600, 400, 200 ppm del extracto de banano
verde y presentaron un efecto de reduccion del crecimiento sobre el hongo
similar al del fungicida. Sin embargo, el efecto del aumento en la escala de
concentracion del extracto de banano no es directamente proporcianal sobre la
reduccion del crecimiento secuencial del hongo P. digitatum. Estos resultados

se atribuyen a que las dosis evaluadas no ejercen un control suficientemente
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efectivo sobre P. digitatum. En efecto, Espinosa, R. y colaboradores (2012),
demostraron que al disminuir la concentracion del extracto de taninos, el efecto
de inhibidn se reduce, en este estudio se evalua la actividad de una solucidn
acuosa de taninos (1g/ml) sobre dos diferentes hongos (in vitro), en este
ensayo la dilusion del extracto al 25% no muestra un efecto de inhibicion en
niguno de los dos hongos, mientras que dilusiones mas altas del mismo

extracto (100%, 75% y 50%), presentan un alto efecto de inhibicion.

Se presenta en la figura 8 el calculo del area bajo la curva del progreso de la

enfermedad en naranja sin lavar.
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Figura 8. ABCPD de Penicillium digitatum en naranjas infectadas artificialmente
y tratadas con un extracto de banano verde en diferentes concentraciones, un
fungicida comercial y un control sin tratar. Las lineas representan los promedios
de la severidad a lo largo del tiempo acorde la escala disefiada por Cocco y
colaboradores (2008).

En la figura 8 se observa la severidad del crecimiento de Penicillium digitatum
en naranja sin lavar. Se aprecia a partir de los 11 hasta los 21 dias de
incubacion existe aumento progresivo de la severidad del tratamiento control
(FH1). El célculo de las ABCPE permiti6 constatar que los tratamientos

disminuyeron la severidad de la enfermedad en el tiempo respecto al testigo. El
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tratamiento FH2 (Thiabendazol), muestra una baja reduccién en la severidad
con un porcentaje de 11.89. Ademas, los tratamientos FH3, FH4, FH5, FH6 y
FH7 correspondientes a el extracto de banano en concentraciones 1000, 800,
600, 400 y 200 ppm, presentan un porcentaje de reduccidn de la severidad de
19.8, 8.4, 10.1, 21.2 y 8.4, respectivamente comparados con el testigo sin
tratar, con lo cual se corrobora que el extracto de banano en diferentes
concentraciones tienen un efecto similar la del fungicida comercial, sin embargo
presentan un bajo efecto de la reduccién de severidad de la enfermedad.
Visintin y colaboradores (2010), demostraron al calcular el ABCPE que
antagonistas microbianos sobre la severidad de P. digitatum no presentan
diferencias significativas en comparacion con el control, obteniendo una

reduccion del 13.7 del area de la severidad de la enfermedad.

Se realiz6 el Test de Shapiro-Wilk (Anexo 4 y 6), en los ensayos de las frutas
lavadas y sin lavar, en donde se plantea como hipoétesis nula que los resultados
del crecimiento de Penicillium digitatum, provienen de una distribucion normal.
Los resultados muestran que p<0.05, por lo cual se rechaza la hipotesis nula,
con lo cual se afirma que los datos no provienen de una distribucion normal,
por lo que los datos y resultados obtenidos no pueden inferirse a mas poblacio-
nes mas extensas de ataque de P. digitatum sobre naranja en poscosecha,
esto se debe a que existe una alta variabilidad del desarrollo e infeccién del
hongo in vivo, lo cual plasma la necesidad de obtener mas control sobre los
frutos y control sobre los factores de como se realizé el ensayo. Guédez, Olivar
y Maffei en el 2010, sefialan que los frutos en donde no se ha realizado ningun
tipo de tratamiento, muestran la presencia y crecimiento de 4 diferentes tipos
de hongos, encontrando diferencias significativas de entre ellos.

Ademas, los resultados obtenidos podrian explicarse por el tiempo de contacto
del extracto de banano sobre las frutas, un estudio realizado por Smilanick,
Mansour, Mlikota-Gaver y Sorenson en el afio 2008 demuestra que el tiempo
en que las frutas permanecen en contacto con el fungicida es directamente

proporcional el efecto de control del hongo.
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5.4. Evaluacioén in vivo del efecto inhibidor del extracto de banano verde

sobre el crecimiento de Penicillium digitatum en mandarina.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto de control del crecimiento
de Penicillium digitatum en las mandarinas sin lavar demostraron que las
diferentes dosis controlaron el crecimiento de la infeccion causada por P.
digitatum dentro de los primeros 8 dias de incubacién, posteriormente fueron
ineficientes (excepto el tratamiento con Thiabendazol) en el control de la
podredumbre causada por P. digitatum comparados con el control sin tratar
(figura 9).
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Figura 9. Comparacion del efecto de un extracto de banano verde en diferentes
concentraciones y un fungicida comercial sobre la reduccion del crecimiento de
Penicillium digitatum en mandarina variedad Blanco durante 22 dias. Las
barras representan el promedio del tamafio de la lesion para cada tratamiento y
letras diferentes indican diferencias significativas entre de acuerdo con un test

de Tukey p<0.05
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En la figura 9 se observa que el tratamiento aplicado con fungicida comercial
(FH2), efectivamente presenté una incidencia directa en la reduccion del
crecimiento sobre Pencillum digitatum, con una reduccién del 51.9% de la
media de crecimiento radial del hongo con respecto al testigo. En este ensayo
se observo que, la reduccion del crecimiento del hongo patégeno fue menor en
el caso del uso del extracto vegetal en diferentes dosis: FH3, FH4 y FH6 que
corresponden al extracto de banano en concentraciones de 1000, 800 y 400
ppm respectivamente, estos extractos muestran una reduccion entre 6,65 y
21.32 % de la media del crecimiento radial del hongo. El efecto bioldgico de
reduccion del crecimiento sobre P. digitatum presenta menor efecto de control

del tratamiento con el fungicida comercial.

Los tratamientos FH5 y FH7 con una concentraciéon de 600 y 200 ppm,
presentaron un comportamiento inusual, sin lograr controlar el crecimiento del
hongo. Estos resultados se atribuyen a que los frutos utilizados durante este
ensayo, no fueron previamente desinfectados, por lo que en la corteza ya
estaban presentes o pudo existir una concentracién alta de in6culo del hongo
patdgeno. En efecto, sucede lo mismo en el caso de la naranja sin desinfectar,
con lo cual se corrobora que los frutos citricos ya se encontraban previamente

infectados por Penicillium digitatum.

Los datos obtenidos, después de 22 dias de evaluaciéon fueron analizados
mediante un analisis de varianza (ANDEVA), utilizando un modelo general
lineal con una significancia estadistica del 95%, este analisis mostré6 una
diferencia significativa en la reduccién del crecimiento del hongo Penicillium.

digitatum a través del tiempo y con respecto a los tratamientos evaluados.
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Tabla 4.

ANOVA para analisis de varianza del crecimiento de Penicillium digitatum ante

diferentes tratamientos y en diferentes tiempos en el ensayo de mandarinas sin

lavar
Fuente SC Ajus. CM. Ajust. Valor-F Valor-p

Tiempo 6 9,005 1,5009 4,25 0,000
Tratamientos 6 4,930 0,8217 2,33 0,031

Error 644 227,478 0,3532
Falta de Ajuste 36 21,696 0,6027 1,78 0,004
Error Puro 608 205,782 0,3385

Total 656 241,293

En la tabla 4 se observan los resultados del analisis de varianza ANDEVA con
un p<0.05, en este modelo se analizan los factores: tratamientos (5
concentraciones del extracto, el fungicida y un testigo natural) y el tiempo (6
tiempos diferentes), este analisis permitié determinar que existe una diferencia
significativa relacionada con el crecimiento de Penicillum digitatum en

mandarina poscosecha a través del tiempo

Para determinar si existi6 una diferencia estadistica significativa entre
tratamientos, los datos obtenidos sobre el crecimiento del hongo en los dias: 4,
8, 11, 15, 18 y 22, fueron analizados por un ANOVA de una via y una prueba
de separacion de medias mediante por Tukey con una significancia del 95%.
Los resultados comparativos entre; un testigo, un fungicida comercial y cinco
concentraciones del extracto de banano, mostraron una diferencia estadistica
significativa con un p< 0.05, a los 11 dias de la inoculacion del hongo (Anexo
8). Los sintomas de infeccién del hongo en las mandarinas sin lavar se
presentaron de forma rapida y progresiva. En este respecto Gonzales (2011),
sefalan que todos los frutos que presentaron infeccion del hongo Penicillium

digitatum, fueron infectados completamente después de 8 dias.
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 10. Comparacion del efecto de un extracto de banano verde en
diferentes concentraciones, un fungicida comercial y un control sobre la
reduccion del crecimiento de Penicillium digitatum (datos ploteados de 3
repeticiones del ensayo) en mandarina sin lavar a los 11 dias de inoculacion.
Las letras diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos de

acuerdo con un test de Tukey con un p<0.05.

Los resultados comparativos de este ensayo se observan en la figura 10. En
este ensayo se mostré que el extracto FH2 correspondiente al fungicida
comercial Thiabendazol, no presentd diferencia estadistica significativa en la
reduccion del crecimiento sobre Penicillium digitatum a los 11 dias después de
la inoculacion, en comparacion con el testigo. Los tratamientos FH3, FH4, FH5,
FH6 y FH7 (extracto de banano en concentraciones de 1000, 800, 600, 400 y
200 ppm) no muestran diferencia estadistica significativa en la reduccion del
crecimiento sobre el hongo inoculado a los 11 dias en comparacion con el
testigo (FH1) del ensayo en mandarina. Con lo cual no se puede asociar la
actividad biologica de los taninos sobre P. digitatum en el ensayo de mandarina
sin lavar, estos resultados se atribuyen a que las frutas se encontraban
previamente infectadas, en concordancia con esto Veloz y colaboradores

(2008), afirman que los extractos de taninos evaluados en tejidos, funcionan
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bien como métodos preventivos, pues estos actuan sobre las encimas
poligalacturonasa y celulasa, que son utilizadas por algunos hongos para
penetrar e infectar los tejidos, mas no cuando las frutas ya se encuetran
previamente infectadas. Un estudio realizado por Zhang y Timmer (2007)
demostrd que la mayoria de los tratamientos fugicidas presentan un control
efectivo sobre la infeccion del hongo causante de la pudricon verde,

unicamente cuando son aplicados momentos antes de la cosecha de

mandarina.
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Figura 11. Comparacion del efecto de un extracto de banano verde en
diferentes concentraciones y un fungicida comercial sobre la reduccion del
crecimiento de Penicillium digitatum en mandarina desinfectada variedad
Blanco durante 22 dias. Las barras representan el promedio del tamafio de la
lesion para cada tratamiento y letras diferentes indican diferencias significativas

entre de acuerdo con un test de Tukey p<0.05

En la figura 11 se observa las curvas de crecimiento de Penicillium. digitatum
en el ensayo de mandarinas desinfectadas. Estudios realizados por Lado y
colaboradores (2011) y Elshahawy, y colaboradores (2015), sefialan que el

lavado previo de las frutas tratadas con hipoclorito de sodio durante dos
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minutos y enjuagadas con agua, permite remover de la corteza de la fruta
suciedad, restos de pesticidas y esporas fungicas que usualmente cubren la

piel de los frutos frescos recien cosechados.

El presente ensayo muestra que el tratamiento con fungicida comercial (FH2)
no presenta un efecto de reducciéon del crecimiento sobre el hongo Penicillium
digitatum en comparacion con el testigo (FH1), este resultado se atribuye a que
el fungicida presenta un efecto de inhibicion un tiempo especifico de desarrollo
del hongo en la fruta, de acuerdo con el estudio de Lado y colaboradores
(2011), muestran que los resultados de la aplicacion de un fungicida comercial
en naranja y mandarina muestran bajos niveles de control sobre P. digitatum,
este fungicida presenta alta efectividad cuando la aplicacién del principio activo
se lo realiza dentro de las 12 y 15 horas después de la inoculacién del hongo

patdgeno.

Por otra parte, el aumento en la escala de concentraciéon del extracto de
banano no muestra una efecto directamente proporcional secuencial en la
reducciéon del crecimiento sobre el hongo. Estos resultados se atribuyen a que
las concentraciones del extracto de banano evaluadas son bajas y no ejercen
un control suficientemente efectivo sobre Pencillum digitatum. En efecto,
sucede lo mismo en el caso de la naranja. La reduccién de la concentracion del
extracto de taninos reduce el efecto de inhibicién y control sobre el hongo

patogeno (Espinosa et al., 2012).

Existen varios estudios sobre la utilizacién de extractos de taninos sobre el
control del crecimiento de hongos fitopatégenos. Veloz, R.; y colaboradores
(2008), que demuestran que los extractos de taninos obtenidos de cascalote y
quebracho, muestran una alta actividad inhibitoria del crecimiento micelial de 7
diferentes tipos de hongos, con una efectividad del 40% al 100%. Sin embargo,
los extractos de taninos presentan alta efectividad unicamente como métodos

de prevencion en los tejidos vegetales (Veloz et al., 2008).

Se presenta en la figura 13 el calculo del area bajo la curva del progreso de la

enfermedad en el ensayo de mandarina sin lavar.
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Figura 12. ABCPD de Penicillium digitatum en mandarinas infectadas
artificialmente y tratadas con un extracto de banano verde en diferentes
concentraciones, un fungicida comercial y un control sin tratar. Las lineas
representan los promedios de la severidad a lo largo del tiempo acorde la

escala disefiada por Cocco y colaboradores (2008).

En la figura 12 se observa la severidad del crecimiento de Penicillium digitatum
en mandarina sin lavar. Se aprecia a partir de los 8 hasta los 21 dias de
incubacion existe aumento progresivo de la severidad del tratamiento control
(FH1). ElI célculo de las ABCPE permitid constatar que el tratamiento FH2
(Thiabendazol) disminuy6 la severidad de la enfermedad en el tiempo respecto
al testigo, con un 47.5 del area bajo la curva. El tratamiento FH3 (Extracto de
banano en una concetracion de 1000ppm) presenta un efecto similar al
fungicida comercial con una reducciéon del de 37.3 en el ABCPE. Los
tratamientos FH4, FH5, FH6 y FH7 correspondientes a el extracto de banano
en concentraciones 800, 600, 400 y 200 ppm, presentan un porcentaje de
reduccion de la severidad que varia entre 9.3 y 30.2 del ABCPE, al igual que en
el ensayo de naranja sin lavar presentan un bajo efecto de la reducciéon de
severidad de la enfermedad. Un estudio realizado Visintin y colaboradores
(2013), demostraron al calcular el ABCPE que antagonistas  microbianos
presentes en la microflora de la naranaja adaptados al frio muestran una

reduccion de la severidad con un porcentaje del area 27,48. De la misma forma
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que en el ensayo de naranja resulta necesario la evaluaciéon del extracto de

banano en concentraciones mas altas o en combinacién con otros tramientos.

Se realiz6 el Test de Shapiro-Wilk (Anexo 3 y 5), en los ensayos de las frutas
lavadas y sin lavar, en donde se plantea como hipétesis nula que los resultados
del crecimiento de Penicillium digitatum, provienen de una distribucién normal.
Los resultados muestran que p<0.05, por lo cual se rechaza la hipotesis nula,
con lo cual se afirma que los datos no provienen de una distribucion normal,
por lo que los datos y resultados obtenidos no pueden inferirse a mas poblacio-
nes mas extensas de ataque de P. digitatum sobre mandarina en poscosecha,
este resultado es similar en el caso de la naranja, en efecto, se la alta variabili-
dad en los resultados del crecimiento e infeccién hongo in vivo, se atribuye a la
falta de conocimiento de origen, como de los factores previos en los que se

encontraba la fruta utilizada.

6. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos de este trabajo se rechaza la
hipotesis nula por lo que se puede concluir que existi6 una diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos utilizados: un testigo absoluto
(FH1), un fungicida comercial (FH2) y cinco concentraciones del extracto de
banano en 1000, 800, 600, 400 y 200 ppm (FH3, FH4, FH5, FH6 y FH7). Esta
diferencia entre tratamientos demostré que si hubo un efecto de control
biolégico en la reduccion del crecimiento sobre el hongo patogeno Penicillium

digitatum en naranja y mandarina en poscosecha a través del tiempo.

En el ensayo de naranja, el tratamiento FH3 (extracto de banano en una
concentracion de 1000 ppm) mostré una reduccion del 52.98% de la media de
crecimiento radial del hongo Penicillium digitatum con respecto al testigo (FH1).
Este tratamiento presentd una diferencia estadistica significativa a los 18 dias
de inoculacion del hongo y tuvo un efecto similar al del fungicida comercial
Thiabendazol (FH2) sobre el crecimiento de P. digitatum en naranja sin

desinfectar.
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En el ensayo de la mandarina, el extracto de banano evaluado en diferentes
concentraciones: 1000, 800, 600, 400 y 200 ppm correspondientes a los
tratamientos FH3, FH4, FH5, FH6 y FH7 respectivamente, mostraron un bajo
efecto de reduccion de crecimiento sobre el hongo P. digitatum, en
comparacion con el testigo (FH1), con una reduccién entre 6.65 y 21.32% de la
media del crecimiento radial del hongo. Sin embargo, ninguno de estos
tratamientos presenta diferencia estadistica significativa sobre el control de

inhibicion del hongo en comparacion con el testigo.

Aunque los resultados no fueron los esperados es posible relacionar el efecto
biolégico de los taninos presentes en el extracto de banano debido al efecto de
disminucién de la severidad sobre P. digitatum en naranja y en mandarina en
poscosecha. Es importante tomar en cuenta que el extracto evaluado es
obtenido a partir del banano de rechazo, un producto considerado como un
desperdicio para la industria, con lo cual el costo de su produccion podria ser

bajo en comparacion con los fungicidas de origen quimico.

7. Recomendaciones

Es importante que se continue el estudio de la utilizacion de concentraciones
mas elevadas de taninos para el control de Penicillium digitatum en frutos
citricos, basandose por ejemplo en el estudio realizado por Elshahawy, Lasin,
Saied y Abd-El-Kareem en el afio 2015, en donde se analiza si el aumento de
la concentracion del extracto de banano, podria aumentar la eficacia de control
sobre el hongo P. digitatum, el costo de obtencién del extracto de banano es
muy bajo por lo que resulta factible su futuro estudio y utilizacién a nivel

industrial.

Es importante analizar el método de extraccion de taninos a partir de la cascara
de banano verde, en futuras investigaciones se podria optimizar o mejorar el

proceso de tal manera que se puede concentrar en mayor cantidad los taninos.

En un futuro seria importante analizar si el aumento del tiempo de contacto del
extracto de banano o la aplicacion por inmersion del extracto sobre los frutos

citricos es directamente proporcional a su efecto de inhibicién sobre Penicillium
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digitatum, un estudio realizado por Smilanick, Mansour, Mlikota-Gaver y
Sorenson en el ano 2008, senala que el tiempo de contacto de la solucion con

el fruto, resulta determinante en un mayor control sobre el hongo fitopatégeno.

En la mayoria de trabajos de investigacion para el control de Penicillium
digitatum en frutos citricos en poscosecha, se conoce el origen y el manejo que
tienen los frutos antes de ser utilizados por lo que es importante para futuros
ensayos, conocer el origen de los frutos utilizados, esto podria permitir obtener

menos variabilidad en los resultados durante la experimentacion.

Al realizar la evaporacion del extracto en el deshidratador es necesario que la
temperatura se encuentre bajo 70°C, pues los taninos son estables hasta esa

temperatura.
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ANEXO 1. Aislamiento y purificacion in vitro de hongos fitopatégenos a partir

de material vegetal enfermo en agar papa dextrosa (PDA), descrita por Agrios

=T 7
Planta infectada  Se hacen cortes del borde de la Se utilizan pinzas Los cortes de tejido se ponen Se colocan los cortes
lesién y se colocan en una estériles para trasladar a secar en papel filtro estéril @n caja de Petri
solucion de cloro al 10% durante los cortes para eliminar el exceso de cloro que contiene medio
diferentes tiempos de cultivo

Se colocan los cortes en  En una inmersién correcta (por Se obtiene un cultivo puro del patégeno mediante el

medios de cultivo de ejemplo, durante 90 seg.) sélo resembrado de una porcion de él en otra caja que contenga
al tiempo de L ive el patégeno en la medio de cultive

inmersion en cloro parte central del corte y mas se

desarrolla fuera del tejido

ANEXO 2. Hipotesis planteadas para la evaluacion in vivo del efecto inhibidor
del extracto de banano verde sobre crecimiento de Penicillium digitatum en

naranja en poscosecha.
Hipo6tesis Nula

Las diferentes dosis del extracto de banano en madurez fisiolégica no generan
una diferencia significativa sobre el efecto inhibidor del crecimiento de

Penicillium digitatum en naranja y mandarina en poscosecha.
Hipotesis Alternativa

Las diferentes dosis del extracto de banano en madurez fisiolégica generan
una diferencia significativa sobre el efecto inhibidor del crecimiento de

Penicillium digitatum en naranja y mandarina en poscosecha.



ANEXO 3. Prueba de hipoétesis (Test de Shapiro-Wilk) del ensayo de

mandarina sin lavar.
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ANEXO 4. Prueba de hipétesis (Test de Shapiro-Wilk) del ensayo de naranja

sin lavar.
99,99
Mean  1,784468E-15
° StDev 0,5889
& N 657
°
99 @ RJ 0,568
o ove o °° P-Value <0,010
95
80
§ 50
o
20
5
1
°
0,01
-3 2 1 0 1 2 3 4 5 6



ANEXO 5. Prueba de hipoétesis (Test de Shapiro-Wilk) del ensayo de
mandarina lavadas.
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ANEXO 6. Prueba de hipétesis (Test de Shapiro-Wilk) del ensayo de naranjas
lavadas.
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ANEXO 7. ANDEVA de una via del crecimiento de Penicillium digitatum ante

diferentes tratamientos a los 18 dias de inoculacién en naranja sin lavar.

Fuente Gl SC Ajus. \CM.Ajust. Valor-F | Valor-p
Tratamientos 6 19,85 3,308 2,19 0,049
Error 79 119,54 1,513
Total 85 139,39

ANEXO 8. ANDEVA de una via del crecimiento de Penicillium digitatum ante

diferentes tratamientos a los 11 dias de inoculacién en mandarina sin lavar

Fuente Gl SC Ajus. \CM.Ajust. Valor-F | Valor-p
Tratamientos 6 72,47 12,079 3,58 0,004
Error 70 236,42 3,377
Total 76 308,89

ANEXO 9. Tabla de severidad para la transformacion de datos del diametro del

crecimiento de Penicillium digitatum en naranja sin lavar.

Ponderacién | Diametro Minimo (cm) = Diametro Maximo (cm)

1 0,4 1,26
2 1,26 2,12
3 2,12 2,98
4 2,98 3,84




ANEXO 10. Tabla de severidad para la transformacién de datos del diametro

del crecimiento de Penicillium digitatum en mandarina sin lavar.

Diametro Minimo | Diametro Maximo

Ponderacion

(cm) (cm)
1 0,4 1,495
2 1,495 2,59
3 2,59 3,685
4 3,685 4,78







