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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el propdsito de evaluar el efecto biolégico de
la cascara de Musa paradisiaca variedad Cavendish sobre hongos
fitopatdgenos poscosecha de manera in vitro e in vivo, como una alternativa de
uso de los desechos de banano para transformarlos en un fungicida organico
para su aplicacidon en poscosecha. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran el potencial fungicida de varios extractos obtenidos de la cascara de
banano. Estos extractos fueron obtenidos de la cascara verde de banano,
mediante la utilizaciébn de solventes polares y probados sobre Colletotrichum
musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum. El tratamiento que mostré
mayor efectividad para el control de Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y
Penicillium digitatum fue el extracto acuoso-a; el cual inhibi6 a los hongos
mencionados anteriormente en un 21,31%, 55,07% y 54,68% respectivamente.
Ademas, se comprobo la efectividad del extracto acuoso-a sobre el avance de
la severidad de la pudricion de corona en varias manos de banano. Los
resultados mostraron que el extracto acuoso-a redujo en un 86,79% los
sintomas de la pudricién de corona hasta los 14 dias, mientras que el fungicida
tradicional lo redujo en un 83,3% en el mismo lapso de tiempo. Esta inhibicién
de la severidad de la enfermedad se atribuy6 a la presencia de taninos, cuya

presencia se corroboré mediante técnicas cualitativas colorimétricas.



Vii

ABSTRACT

This work was done with the purpose of evaluating the biological effect of
banana fruit extracts obtained from the banana skin over postharvest fungal
pathogens in vitro and in vivo as an alternative of using the wastes of
exportation bananas and transforming this raw material in organic fungicide for
postharvest applications. The results obtained in this study show the antifungal
effectiveness of aqueous and organic extracts. These extracts were obtained
from unripened banana skin with polar chemical solvents. The most effective
treatment against Colletotrichum musae, Botrytis cinerea and Penicillium
digitatum was the agueous extract, which inhibited the fungi mentioned above in
21.31%, 55.07% and 54.68% respectively. Furthermore, the aqueous extract
was evaluated on several clusters that had the symptoms of crown rot. The
results showed that the agqueous-a extract reduced the incidence of crown rot
(86,79%) even 14 days after the harvest, in comparison with traditional
fungicide that reduced the symptoms in 83.3%. The severity inhibition of the
disease was attributed to the tannins effect over Colletotrichum musae
dissemination and growth. The compounds presence was confirmed by

qualitative colorimetric techniques.
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Introduccidén

Los niveles de exportacion de banano en Ecuador sobrepasan los 100 millones
de frutos al afio. Asi, es uno de los principales productos de exportacion a 43
mercados en todo el mundo (ProEcuador, 2013). La variedad Cavendish es
aguella que se exporta en mayor cantidad (ProEcuador, 2013). En el aiio 2012
se reportaron exportaciones de $. 2,078,239.38 millones de ddlares y
5,196,065.09 t. de fruta. Esto sitla al sector bananero como el primer rubro de
exportacion dentro del sector privado (Gonzabay, 2014). El banano representa

el 45,34% del valor FOB y el 87,14% de toneladas que son exportadas.

A nivel de economia de pais, la exportacién de banano representa; el 2% del
PIB general, 26% del PIB agricola, 8% de las exportaciones generales, 27% de
las exportaciones agropecuarias, 20% de las exportaciones no petroleras y
aporta con $. 4000 millones a la economia nacional (ProEcuador, 2013). Segun
datos obtenidos del MAGAP (2004), el cultivo de banano representa el 10% de
la superficie agricola total del Ecuador, con una media de crecimiento para el
afio 2006 del 3% (BCE, 2007). El sector bananero cuenta con varias areas de
apoyo: agroquimicos, transporte terrestre, cartoneras, plastico, entre otras.
Estas areas representan mas del 60% de dependencia de la industria bananera
(ProEcuador, 2013).

Las plazas de trabajo generadas por el sector bananero, directa e
indirectamente, sustentan a mas 2,5 millones de personas que se encuentran
ubicadas en las 9 provincias que componen este sector. Mas de 1 millén de
familias, es decir 1 de cada 10 habitantes del Ecuador se sustentan gracias a
este sector (Gonzabay, 2014). La pérdida de banano de exportacion debido a
la pudricion de corona se encuentra entre el 7 y 9% dependiendo de la
plantacién (ProEcuador, 2013). A nivel nacional el porcentaje de rechazo de
banano para la exportacion es del 20,89% (BCE, 2007). Este rechazo se usa
para consumo interno 3,51%), consumo animal (3,05%), industria (3,88%) y
desperdicio (10,45%) (BCE, 2007).



Las manos de banano para su exportacion deben cumplir ciertas
caracteristicas: deben ser de color verde, sin madurar, firmes, completos, libres
de agentes visibles, sin deformaciones en los dedos y libres de olores extrafios
(MAGAP, 2011). El incumplimiento de estos parametros provoca el rechazo
para exportacion y se considera desecho actualmente.

La pudricibn de la corona es una de las principales enfermedades en
poscosecha del cultivo de banano (Pérez, 2009, pp. 11-18). Es una
enfermedad provocada por varios agentes causales; sin embargo,
Colletotrichum musae es el patdgeno mas frecuente identificado como el causal
de esta enfermedad (Pérez, 2009, pp. 11-18). Se han incrementado las
limitaciones en el uso de sustancias activas sintéticas en poscosecha y mas
aun en el caso de certificaciones organicas. El limite maximo residual de
sustancias activas de plaguicidas en general para Europa es del 0,01 mg/kg
para productos de origen vegetal o animal (Diario Oficial, 2005).

Los taninos en banano verde, presentes especificamente en la cascara
representan el 40,5% de su peso seco (Garcés, 2004, pp. 48-55). Estos
compuestos presentan propiedades y caracteristicas antimicrobianas por su
toxicidad y amargor, lo que provoca igualmente un efecto antinutricional
(Garcés, 2004, pp. 48-55). Estudios previos han demostrado que el extracto de
la cascara de banano verde, presenta capacidad antioxidante y antimicrobiana
(Mokbel y Hashinaga, 2005). Estos resultados demuestran que se pueden
desarrollar estudios sobre métodos de extraccion de sustancias activas de la
cascara de banano y su efecto bioldégico sobre varios tipos de microorganismos

de importancia en poscosecha.

Uuru es una empresa ecuatoriana que exporta banano en estado de madurez
fisiol6égico a destinos como Alemania, Italia y el Reino Unido de Gran Bretafia
(Uurd, 2013). Esta empresa posee certificaciones organicas como Global Gap y
Fair Trade. En la actualidad, se encuentra en el proceso de obtencion de la
certificacion Natureland y una de las problematicas que enfrenta Uurud

actualmente es la pérdida del fruto en poscosecha. En el presente trabajo se



analizara el efecto bioldgico de varios extractos obtenidos de la cascara de
banano procedentes de la empresa UURU, sobre hongos patogenos
poscosecha in vitro e in vivo, para analizar su potencial como un fungicida

organico para aplicacion en poscosecha.



1. Marco teérico

1.1. Generalidades del cultivo de banano (Musa Paradisiaca)

1.1.1. Origen, distribucion, caracteristicas y evolucion del cultivo de

banano

El cultivo del banano se origin6 en la region Indomalaya donde existen varios
ejemplares silvestres y que por sus condiciones primitivas, desarrollaron
variantes morfoldgicas, sobre todo en el desarrollo del fruto (Ledn, 2000, p.
522). En el continente americano, la distribucion del banano empezé en
Republica Dominicana y luego se dispersé a Panama, Ecuador y otros paises

de Sudamérica que poseen climas tropicales (Soto, 1998, pp. 56-168).

Soto (1998), clasifica a Musa como una planta Magnoliophyta, de la clase
Liliopsida, en el orden Zingiberales, perteneciente a la familia Musaceae, del
género Musa y la especie Musa paradisiaca. Esta planta estd considerada
como una herbacea perenne monocotiledénea que posee un pseudotallo que
sobresale del tallo subterraneo (Soto, 1998, pp. 56-168). Las raices de las
Musaceae presentan un color blanco (Le6n, 2000, p. 522), el rizoma forma y
desarrolla hojas en el segmento superior y raices adventicias (Robinson y
Galan, 2012). Sus hojas poseen tres segmentos: lamina, base foliar y
pseudopeciolos que se encuentran distribuidos de forma espiral y el tallo
verdadero es subterraneo (Leon, 2000, p. 522). Un racimo colgante sale de la
corona de hojas, presenta un color rojo-morado con 20 bracteas alargadas y
ovales, de las cuales brotan las flores (Robinson y Galan, 2012). Las bracteas
desarrollan los frutos llamados “manos”, los cuales poseen de 3 a 20 frutos
generalmente (Leon, 2000, p. 522). Los frutos de la planta son bayas oblongas
que durante su desarrollo se doblan de manera geotropica (Gonzabay, 2014,
pp. 113-142).



El cultivo de banano debe sembrarse a una altitud entre 0 y 800 msnm y en
una localizacion geogréfica de 30° N y 30° S (Robinson y Galan, 2012);
necesita una precipitacion de 100 a 180 mm. al mes o0 44 mm. por semana, una
humedad relativa constante entre 65 y 95% en el aire y una temperatura para el
desarrollo entre 21 y 29,5°C. Los suelos cultivados deben ser ricos en materia
organica; francos arenosos, contar con excelente drenaje, buena fertilidad,
profundidad adecuada para las raices y un pH entre 6,5y 7,5. La luminosidad
ideal para el cultivo de banano debe ser de 1500 horas de luz al afio (Robinson
y Galan, 2012).

1.1.2. Importancia del banano en Ecuador y en el mundo

Ecuador fue el principal exportador de Musa paradisiaca entre los afios 2007-
2011, con un promedio de 5.416.119 tm y una tasa anual de crecimiento del
2,23% (Tabla 1). Ecuador no es actualmente el principal productor de la fruta a
nivel mundial, puesto que este lugar le pertenece a los paises asiaticos que
producen en gran cantidad para autoconsumo y no para exportacion
(Gonzabay, 2014, pp. 113-142).

Tabla 1. Productores de banano a nivel mundial (Toneladas métricas)

Promedio de produccién entre
2007-2011

(tm)

Ecuador 5.416.119
Filipinas 1.958.275
Costa Rica 1.852.474
Colombia 1.765.728
Guatemala 1.418.374

Adaptado de: (FAO 2013)

De acuerdo al Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (2013), en el periodo
2009-2012, la produccion nacional total de banano registré 7 millones de tm y

las provincias mas importantes como productoras y exportadoras fueron Los



Rios con 14055,48 t., seguida de El Oro con 8467,88 t. y Guayas con 6551,83
t. Las principales provincias productoras y exportadoras del Ecuador, fueron de
igual manera las provincias con mayor pérdida del fruto en el afio 2010, debido
a las deformaciones en los frutos de banano y a la pudricibn de corona.
Efectivamente, la provincia de Los Rios presenta pérdidas del 23%, seguida de
la provincia de Caiar con el 15% y las provincias de Guayas y El Oro
presentaron pérdidas de hasta el 13% (MAGAP, 2011).

Para el periodo 2006-2012 el Ecuador presentaba cinco destinos de
exportacion bananera con una tasa de crecimiento anual de 0,5%.
Actualmente, Rusia es el principal importador de banano ecuatoriano, con una
media de aumento del 0,4% anual; mientras que Bélgica representa un 3,4%
de tasa de crecimiento en importaciones, ubicandose como el mejor de los
cinco mayores importadores de la fruta (Gonzabay, 2014, pp. 113-142). En la
tabla 2 se presentan los principales destinos de la exportacion bananera

ecuatoriana.

Tabla 2. Principales destinos de la exportacion bananera ecuatoriana
(Toneladas métricas)

Promedio de produccion entre

2006-2012 (tm)

Rusia 1.216.125,18
Estados Unidos 948.026,11
Italia 870.056,58
Alemania 486.942,32
Bélgica 320.286,96
Resto del mundo 1.312.027,67

Adaptado de: (BCE, 2013)

Como se observa en la tabla 2, los principales destinos de exportacion de Musa
paradisiaca se encuentran en el continente europeo, y el mayor importador de

fruta es Rusia.



1.1.3. Variedades de Banano comercial de importancia en el Ecuador

Cavendish es la variedad de mayor importancia para exportacion a nivel
mundial. Las variedades pertenecientes al género Musa que se producen en
mayor cantidad se derivan de Musa paradisiaca (Ledén, 2000, p. 522). En la

tabla 3, se observa la descripcion botanica de la variedad Cavendish.

Tabla 3. Descripcion botanica de la variedad Cavendish
Organo Descripcion
Raices Tiernas: Color blanco

Maduras: color amarillento. Con 2 metros de largo y 10 mm de didmetro
(Robinson y Galan, 2012).

Hojas Grandes y verdes, de 2 a 4 m de largo hasta 1,5 m de ancho, poseen un
peciolo con una longitud de mas de 1 metro (Ledn, 2000, p. 522).

Tallo Tallo es un gran rizoma almidonoso (Robinson y Galan, 2012).

Flores La inflorescencia brota de 8 a 9 meses posterior al transplante del hijuelo
(Ledn, 2000, p. 522)

Fruto Cada mano posee de 2 a 20 frutos, mientras que al final de su madurez

fisiolégica los frutos aumentan su tamafio (Agrios, 1999)

En el periodo entre 2006 y 2012 el volumen de fruta exportada represento el
3,6% de la tasa de crecimiento anual (5.109.718,53 t.) con un total de 2,15% de
ingresos generados ($ 1.712.203,03) (BCE, 2013). Gonzabay (2014) menciona
que el estado de desarrollo del banano en la cosecha se denomina “grado” y
en este punto la fruta debe ser de color verde y debe encontrarse en madurez
fisiologica. El grado de corte depende de la distancia del destino de exportacion
de la fruta. En el racimo, el grado aumenta, mientras la fruta se desarrolla
(Gonzabay, 2014, pp. 113-142 ). Es importante que se cosechen los racimos
de acuerdo a la edad, para ello se utiliza un calibrador para banano de 40 a 47
mm. La clasificacion del fruto se realiza al momento de colocar la funda en el
racimo y cerrar con cintas de varios colores que indican la semana de cosecha.
Para transportar el racimo hacia el area de poscosecha, se debe cortar el
pseudotallo, las hojas y quitar inmediatamente los puntales (Gonzabay, 2014,
pp. 113-142).



Los racimos llegan al 4rea de poscosecha mediante un sistema de rieles y
poleas. Al llegar al area se elimina las flores de cada dedo con cuidado para
evitar heridas, luego se desmana con un cuchillo, se lavan las manos en
piscinas de cemento durante 15 a 20 minutos en agua para eliminar el latex
(Gonzabay, 2014, pp. 113-142). Los racimos son pesados y fumigados,
finalmente se empacan con la identificacion del lugar de destino. Las cajas son
armadas en pallets para ser transportadas hacia el puerto mas cercano. Los
racimos son transportados en entre 12° y 14°C con una duracion entre 18 a 22
dias (Gonzabay, 2014, pp. 113-142).

1.2. Quimio taxonomia de la cascara de banano

1.2.1. Caracteristicas de la cascara de banano verde

Los metabolitos secundarios son compuestos volatiles producidos por varias
especies vegetales en diferentes concentraciones (Avalos y Pérez, 2009). Los
compuestos volatiles poseen propiedades antimicrobianas, antifingicas y
antioxidantes (Hamilton-Kemp, Archbold, y Loughrin, 2000). La cascara
representa el 40% del peso de la fruta y su composicibn quimica es
influenciada por el grado de madurez del fruto (Garcés, 2004; Molsalve, Medina
y Ruiz, 2006). El banano verde, especificamente la cascara, posee un alto
contenido de taninos: 40,5% en base seca como se puede observar en la tabla
4 (Velasquez, 2004, pp. 17-22).



Tabla 4. Composicion bromatolégica del banano verde.

indice Fruto Céscara
(%en base seca) (%en base seca)
Materia seca 20 18
Extracto libre 8,2 33,5
Fibra cruda 1,3 26,7
Cenizas 4 22
Taninos 7,4 40,5
Almidén 72,3 -

Tomado de: (Velasquez, 2004)

Los taninos son el resultado de la combinacion de glucosa con varias
moléculas de acido galico o &cido elagico (dimero) y acidos fendlicos (Garcés,
2004, pp. 48-55). Esta sustancia puede limitar la absorcidbn de nutrientes,
presentar propiedades cicatrizantes, antifUngicas, antimicrobianas y
antioxidantes (Velasquez, 2004, pp. 17-22). Estos compuesto se clasifican en
taninos hidrolizados (hidrosolubles) y taninos condensados (no hidrosolubles)
(Vasquez, Alvarez, Lépez, Wall, y De la Rosa, 2012). La cascara de banano
verde posee un 17% de lignina con funcion protectora, al ser un compuesto de
dificil digestién para herbivoros (Manjarrés, Castro, y Rodriguez, 2010). Mokbel
y Hashinaga (2005), aislaron compuestos activos de extractos acuosos de la
cascara verde de banano, mediante el uso de solventes como el acetato de
etilo. Se pueden mencionar entre los compuestos obtenidos en este estudio: el
acido madlico, R-sitosterol, &cido palmitico y acido succinico, glucésido y &acido
12-hidroestearico, D-malico. Segun Lépez y Gomez (2014), en la cascara de
banano se encuentran dos antioxidantes: galocatequina (160mg/100g) y la
dopamina y por otro lado los compuestos fendlicos varian entre 0,9 a 3/100g de

base seca.

El proceso de maduracion del fruto se ve marcado en el cambio de color,
textura, olor del fruto y acidez, al igual que la transformacién de varios
compuestos como el almidon (Hubbard, Pharr y Huber, 1990; Mokbel y

Hashinaga, 2005). Estos cambios ocurren por un aumento en la respiracion del
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fruto causado por la produccion de etileno y la rdpida conversion de almidén en
azucares simples como fructosa (2,7%), sacarosa (7,8%) y glucosa (3,2%) (Lii,
Chang, y Young, 1987). El porcentaje de flavonoides en la cascara amatrilla es
del 0,62% de materia seca (Bushra, Farooq, Muhammad, y Shahzad, 2008).
Los taninos disminuyen su concentracion al 5% (Velasquez, 2004, pp. 17-22).
Ademas, durante la maduracion se origina la produccién de dos esteres:
butirato de isoamilo e isolaverato de isoamilo, producidos durante el proceso de
maduracion, estos compuestos se presentan en la cascara como en la pulpa

(Bejarano y Vejarano, 2007)

1.3. Pesticidas bioldégicos a base de extractos vegetales usados en

diferentes microorganismos

1.3.1. Modo de accion de los pesticidas

El rol de los pesticidas en general en las plantas, se basa en el deterioro de la
membrana celular al inactivar las proteinas o enzimas que son esenciales.
Estas limitaciones interfieren con procesos vitales como la respiracion y la
produccion de energia (McGrath, 2004). Al obstruir ciertos procesos vitales, los
fungicidas se pueden aplicar a la planta incluso después de que las esporas de
distintos microorganismos llegan a la planta. Cuando se aplican antes del
desarrollo de la enfermedad, evitan que los esporangios empiecen a germinar y
penetrar en las células del hospedero, en este caso se llaman protectores;
mientras que los fungicidas erradicadores se utilizan cuando la planta se
encuentra con sintomas de enfermedades y la sustancia activa causa la muerte

del microorganismo (McGrath, 2004).
1.3.2. Antifangicos obtenidos de plantas de la division Magnoliophyta
Un ejemplo de antifingicos obtenidos de plantas de la divisibn Magnoliophyta

es el caso del aceite extraido de Piper divaricatum (pimienta negra) se

determind que es rico en dos fenilpropenos que poseen un efecto antifingico
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sobre Fusarium solanum (Da Silva, et al., 2014, pp. 17926-17942). Fusarium
solanum ataca a la pimienta negra. Es decir en esta investigacion se extrajo un
compuesto de Piper divaricatum para atacar a Fusarium solanum (Da Silva, et
al., 2014, pp. 17926-17942).

Otros ejemplos del efecto antimicrobiano de extractos vegetales se muestran
en un estudio realizado en el afio 2011 por Contreras, Hernandez, Sanchez,
Gallegos y Jasso, quienes demuestran la actividad antifingica a partir del
extracto metandlico de alejandria (Cowania plicata D.Don.) y lentisco (Pistacia
lentiscus L.) contra Fusarium oxysporum Yy Colletotrichum cocodes. La
concentracion de inhibicién (IC50) en el extracto de la hoja de lentisco fue de
2000 ppm. y una (IC90) se logr6é con 16000 ppm. para el control C.coccodes.
En el caso del extracto de alejandria una concentracion de 3000 ppm logro la
IC50 y con una concentracion de 28000 ppm. se alcanzé la 1IC90 sobre F.
oxysporum. Los compuestos que sobresalen en cada planta con actividad
biocida son los compuestos fendlicos como taninos totales (39,01%),
catequinas (0,96%), acido gdlico (93,20) y terpenos como mirceno(11,81%),
pineno (14,01%) y germanceno (11,5%).

1.3.3. Antifungicos extraidos de plantas de la Clase Liliopsida y el orden

Zingiberales

Un estudio realizado por Ramirez, Lopez, Guzméan, Munguia y Espinosa (2011)
sobre el ataque de Moniliophthora roreri en cacao, demostroé que un extracto de
Zingiber officinale Roscoe inhibe el crecimiento de este hongo. Los extractos se
obtuvieron mediante cuatro mecanismos de extraccion: presurizado, destilacion
y fermentacion anaerdbica y aerdbica. Para la evaluacion bildgica del extracto
se uso el método de difusién en agar para determinar la concentracion minima

inhibitoria (Ramirez, Lépez, Guzman, Munguia, y Espinosa, 2011).
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Los resultados fueron positivos, pero el mejor de todos los extractos, fue el
extracto obtenido mediante destilacion. Este concentrado inhibi6 la produccion

y crecimiento de conidios (Ramirez, et al., 2011).

1.3.4. Compuestos antibacterianos de la Familia Musaceae, Género Musa
y especie Musa paradisiaca, variedad Cavendish.

Las sustancias fendlicas presentes en la cascara de banano verde muestran un
efecto biol6gico sobre bacterias y hongos. Asi, Mokbel y Hashinaga (2005)
demostraron la capacidad antioxidante y antimicrobiana sobre Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella enteritidis y Escherichia
coli, al utilizar el extracto de la cascara de banano verde obtenido con acetona
y etanol. El estudio proporcioné resultados positivos en el extracto de cascara
verde, con una concentracion minima inhibitoria entre 140 y 750ppm. (Mokbel y
Hashinaga, 2005).

Bejarano y Vejarano (2007) probaron si los esteres: butirato de isoamilo e
isolaverato de isoamilo provenientes de la maduracion de la cascara de banano
inhibian el crecimiento de Fusarium oxysporum cubense, Tricophyton
mentagrophites, Aspergillus niger y Penicillum expansum, obteniendo

resultados negativos, ya que la inhibicién no fue significativa.

1.4. Enfermedades y agentes causales de frutos en poscosecha

1.4.1. Morfologiay estructura de hongos de importancia en poscosecha

Los hongos se encuentran clasificados en el Reino Fungi (Kuhar, Castiglia, y
Papinutti, 2013). Son organismos eucariotas con nucleo delimitado y organelos
citoplasmaticos. La morfologia que presentan los hongos son de dos tipos:
multicelular (filamentosa) y unicelular (levaduriforme) (Aristegui, 2002, pp. 1-4).
Los hongos filamentosos se desarrollan en varias superficies de alimentos, en

especial en frutas. Estos hongos producen exoenzimas que degradan al
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hospedero (Aristegui, 2002, pp. 1-4). La caracteristica principal de desarrollo es
la produccion de un cuerpo en forma de algodon y polvo en su exterior; que al
mirar en el microscopio éptico se puede distinguir las hifas (estructura tubular) y
las esporas (Aristegui, 2002, pp. 1-4). Los hongos con estructuras filamentosas
son aerobios, mientras que los hongos levaduriformes son generalmente
anaerobios facultativos (Aristegui, 2002). La mayoria de organismos del Reino
Fungi crecen en amplios rangos de pH (2 a 9) y temperatura (10-40°C)
respectivamente (Aristegui, 2002, pp. 1-4). Estos microorganismos presentan
dos formas de reproduccion: sexual (teleomorfo) y asexual (anamorfo); pero
habitualmente se reproducen de las dos maneras a través de esporas
(Aristegui, 2002, pp. 1-4).

El grupo Ascomycota es la division con mayor diversidad bioldgica, alcanza el
50% de los hongos conocidos y el 80% de los patdgenos para las plantas. Este
grupo se caracteriza por tener ascas en su estructura de reproduccion, las
cuales son estructuras microscoépicas reproductoras que producen ascosporas
(Kuhar, Castiglia, y Papinutti, 2013). El proceso de reproduccion sexual de
ascomycota se realiza mediante el contacto gametangial (Castellanos, et al.,
2005, pp. 110-128). Este grupo de hongos poseen también conidias como
estructura de propagacion asexual y suelen formar esclerotes como estructura
de conservacién, ademas presentan hifas septadas como estructura vegetativa
(Castellanos, et al., 2005, pp. 110-128). En este grupo se incluyen los mohos y

las levaduras (Kuhar, et al., 2013).

En esta investigacion se analiz6 los siguientes hongos poscosecha por las
pérdidas que causan en el Ecuador: Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y
Penicillium digitatum. Colletotrichum musae ataca a la familia de las
Musaceaes, pudre la corona y provoca antracnosis (Lassois, Jijakli, Chillet, y
De Lapeyre de Bellaire, 2010). Este hongo provoca la pérdida del 75% de fruto
cosechado. (MAGAP, 2011). Botrytis cinerea provoca la enfermedad llamada
“‘podredumbre gris” en frutillas, moras y rosas (Chaves y Wang, 2004);

causando una pérdida de hasta el 95% los cultivos de rosas y frutos
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cosechados (FAO, 2010). El moho verde de los citricos es producido por
Penicillium digitatum, este patdgeno provoca hasta el 90% de la cosecha
(FAO., 2010). Estos tres hongos pertenecen a la divisibn ascomycota, como se

observa en la tabla 5.

Tabla 5. Clasificacién taxondmica de hongos poscosecha, agentes causales de

enfermedades de citricos, rosaceas y musaceas

Clasificacién taxonémica de hongos poscosecha

Reino Fungi Fungi Fungi

Divisién Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Clase Euascomycetes Deuteromycetes Sordariomycetes
Orden Eurotiales Moniliaceae Phyllachorales
Familia Trichomaceae Moniliales Glomerellaceae
Género Penicillium Botrytis Colletotrichum
Especie P. digitatum B. cinerea C. musae

Adaptado de: (Agrios, 2005; Murray, Rosenthal, y Pfaller, 2009; Lassois, et al.,
2010; Santacruz, 1976; Swin, 1990)

Los enfermedades que Penicillium digitatum, Botrytis cinerea y Colletotrichum
musae provocan se caracterizan por que son especificas a cada hospedero,
definiendo la especie y el biotipo (Kuhar, et al., 2013).

1.4.2. Moho verde de los citricos: Penicillium digitatum
Las caracteristicas principales del hongo P. digitatum radica en la formacion de

conidiéforos: complejos de textura lisa y bi-verticiliados, sus esporas presentan

una forma circular (Macarisin, et al., 2007, pp. 1491-1500).


https://gd.eppo.int/taxon/1PHYRO
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Figura 1. Moho verde de los citricos (Penicillium digitatum)
Tomado de: (L6pez, 2011)

La importancia de los mohos que se originan en los alimentos, radica en que
producen pudricidbn y micotoxinas. En este grupo de hongos se encuentra
Penicillium digitatum, agente causal de “moho verde de los citricos”, el cual
causa el 90% de las pérdidas en poscosecha (Macarisin, et al., 2007, pp. 1491-
1500). El sistema patolégico del moho verde se caracteriza por una alta
especificidad entre el patdgeno Penicillium digitatum y los frutos citricos, debido
a la produccioén de enzimas especificas. En efecto, a este agente patégeno se
le ha asociado Unicamente con la podredumbre sobre la corteza de los citricos
(Figura 1) (Frisvad y Samson, 2004).

Esta enfermedad inicia con la produccién de conidios, se trasmite en el campo,
en el empaque y en el transporte en cuartos de conservacion (Pineda, et al.,
2009, pp. 158-165). En el empaque, el patdbgeno aumenta los ciclos de
esporulacion e infeccion, por ser una fuente de indculo de la enfermedad
(Visintin, Falico, y Garcia, 2010). Para que inicie la infeccién, es necesario que
los frutos citricos presenten una herida, de esta manera, el conidio penetra en
el hospedero (Visintin, Falico, y Garcia, 2010). A temperaturas entre 20 y 25°C
y una humedad en el aire mayor a 80%, el microorganismo crece rapidamente.
En cambio, a temperaturas inferiores a 10°C y superiores a 30°C el desarrollo
es lento. El crecimiento es completamente inhibido a temperaturas menores a
1°C (Whiteside, Garnsey, y Timmer, 1988).
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1.4.3. Podredumbre gris: Botrytis cinerea

Botrytis cinerea se identifica por los cuerpos fructiferos y conidios unicelulares,
hialinos y ovoides que posee. Estas estructuras se reproducen en el tejido o
herida infectada (Agrios, 1999). Este hongo forma esclerocios irregulares y
negros, produciendo abundante micelio gris (Mercader, Flores, Gonzéalez, y
Sanfuentes, 2006). En la figura 2, se observan los sintomas causados por la

podredumbre gris en frutos de fresa.

Figura 2. Frutilla infectada por podredumbre gris.
Tomado de: (Chaves y Wang, 2004)

Botrytis cinerea afecta a varias frutas y hortalizas de importancia econémica
como frutillas, moras, tomate y algunas especies de flores (Benito, Arranz, y
Eslava, 2000). El microorganismo aparece como una mancha de color claro
marrén y mientras trascurre el tiempo, empieza a brotar un moho gris, con
apariencia de polvo sobre la fruta entera (Chaves y Wang, 2004). Este
patdogeno puede afectar el 95% de la fruta ain después de 48 horas de la
cosecha (Sutton y Peng, 1993). Las temperaturas son determinantes para el
desarrollo del patogeno: de 11 a 15°C se forman los esclerocios, entre 17 y
23°C los esclerocios germinan, entre 15 y 20°C el soma esporula y a 20°C las
esporas germinan (Agrios, 2005). Este patdégeno es activo a bajas
temperaturas aun si se encuentra entre 0 y 10°C, causando peérdidas

significativas aun bajo condiciones de refrigeracion (Agrios, 2005).
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1.4.4. Pudricién de corona

La pudricion de corona es la enfermedad poscosecha mas importante en el
cultivo de banano, variedad Cavendish, alrededor del mundo (Alvindivia, 2013;
Alvindia y Kobayashi, 2004; Herath y Abeywickrama, 2008; Lassois, et al.,
2009; Lassois, et al., 2010; Pérez Vicente, 2009; Ranasinghe, Jayawardena, y
Abeywickrama, 2002; Vidal y Pérez, 2002). La podredumbre de la corona en un
inicio no se puede visualizar por dos causas: primero, los frutos estan en cajas
y segundo, la enfermedad genera sintomas durante y después del transporte
maritimo (Lassois, Jijakli, Chillet, y De Lapeyre de Bellaire, 2010). La
enfermedad inicia cuando el micelio se desarrolla en el area de la corona
(seccion del corte de la mano de banano cosechado), luego los sintomas
avanzan hacia el interior de la mano y hacia los dedos. En ciertos casos,
incluso llegan a desprenderse los dedos de la corona por la severidad de la
infeccion (Lassois, et al., 2010). Durante la maduracion del fruto, los sintomas
aparecen rapidamente, debido a la produccion de etileno generada por los
tejidos necréticos y por el crecimiento de los micelios del actor principal de la
enfermedad: Colletotrichum musae (Daundasekera, Joyce, Aked, y Adikaram,
2003; Peacock y Muirhead, 1974). Es recomendable que la fruta no sobrepase
las 48 horas sin refrigeracion para que el micelio no se desarrolle (Finlay y
Brown, 1993). La enfermedad disminuye la calidad del banano por los sintomas

necroticos (Pérez, 2009).

La pudricion de corona esta asociada a un complejo de hongos, varias
especies han sido aisladas de coronas en proceso de pudricion: Colletotrichum
musae, Theobromae Lasiodiplodia, Cladosporium sp., Musicillium theobromae,
sphaerica Nigrospora, Ceratocystis paradoxa, Aspergillus sp., Acremonium sp.,
un complejo de Fusarium sp., como F. sporotrichoides, F. semitectum, F.
oxysporum y F. verticillioides, F. solani y finalmente Penicillium sp (Anthony,
Abeywickrama, Dayananda, Shanthi, y Arambewela, 2004; Greene y Goss,
1963; Johanson y Blasquez, 1992; Lukezic, Kaiser, y Martinez, 1967; Marin,
Sutton, Blankenship, y Swallow, 1996). Sin embargo, Colletotrichum musae,
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asimismo causante de la antracnosis, es el hongo con mayor patogenicidad, ya
que provoca una gran severidad de sintomas con pocas cantidades de inéculo,
mientras que otras especies de hongos necesitan gran cantidad de indculo
para podrir la corona (Greene y Goss, 1963; Lassois, et al., 2009; Lukezic, et
al., 1967). Cabe mencionar que no existen bacterias confirmadas en este
complejo de hongos (Lukezic, et al., 1967). EI complejo de hongos crecen
rapidamente entre 25 y 30°C y su crecimiento es limitado entre 13,3 y 13,5°C
(Finlay y Brown, 1993).

Tuoe0

Figura 3. Sintomas de la pudricién de corona.

Tomado de: (Lassois, et al., 2010)

1.4.4.1. Colletotrichum musae: Agente causal de la pudricién de corona

Las esporas producidas por Colletotrichum musae presentan formas elipticas-
cilindricas, sin septos y unicelulares. En agar, este hongo presenta un color
similar al durazno (Simmonds, 1963). La enfermedad que causa Colletotrichum
musae en bananos es la antracnosis (aparicion de manchas oscuras en la
cascara) y la pudricibn de la corona (marchitamiento de la corona con
crecimiento progresivo hacia los dedos) (Greene y Goss, 1963).

La contaminacion de la corona radica en el uso de cuchillos sucios y del uso de

agua contaminada (Lassois, et al., 2009). Para que el complejo de hongos se
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desarrolle es necesario tener una humedad relativa del 86% (Lassois, et al.,
2010). Las esporas de estos hongos crecen en tejido putrefacto de cualquier
parte de la planta, Colletotrichum musae y Fusarium sp. son los primeros en
crecer en hojas y flores que se descomponen y sus esporas se producen
durante los primeros 40 dias (Simmonds, 1963). Las esporas de Colletotrichum
musae se difunden en el aire pero principalmente en la lluvia; Colletotrichum
musae infecta al racimo después de que emergen las flores (Simmonds, 1963).
En el proceso de poscosecha del fruto, en el lavado de las manos, las esporas
de Colletotrichum musae se acumulan en el agua. Estas esporas se adhieren a
la superficie de la cascara de la fruta y pueden penetrar de 5 a 7 mm en 3
minutos en el tejido coronar, siendo el lavado en la poscosecha, la fuente
principal de contaminacion por inéculo del hongo (Shillingford, 1977). Este
patébgeno puede diseminarse por las esporas a través del aire y durante el
empaque, estas estructuras logran sobrevivir a bajas temperaturas y durante

varios meses antes de que germinen (Meredith, 1971).

La edad de la fruta es un factor importante en cuanto a susceptibilidad para
desarrollo del complejo de hongos. Mientras mas viejas son las manos, mayor
es la probabilidad de que se produzca la pudricion de la corona. Para la
evaluacion de la enfermedad se han desarrollado, escalas de medicion de
severidad del avance de la enfermedad (Alvindia y Kobayashi, 2004; Lassois,
et al., 2009). Esta escala ayuda a dar una calificacion para que se acepten o
rechacen las cajas de banano exportadas. Para evitar el desarrollo de esta
enfermedad, varias bananeras utilizan sustancias activas preventivas, se puede
mencionar, Tiabendazol, sulfato de aluminio y amonios (Alvindia y Kobayashi,
2004).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto biol6gico del extracto de la cascara de banano verde (Musa

paradisiaca), sobre hongos fitopatdgenos poscosecha.

2.2. Objetivos especificos

Determinar el efecto bioldgico in vitro que presenta el extracto de la cascara
verde de banano (Musa paradisiaca) sobre Colletotrichum musae, Botrytis

cinerea y Penicillium digitatum.

Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto sobre las

enfermedades poscosecha en banano de manera in vitro e in vivo.

Demostrar la presencia de metabolitos secundarios (taninos, flavonoides,

saponinas y alcaloides) en el extracto por medio de métodos colorimétricos.
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3. Metodologia

3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Recoleccidn, aislamiento y purificacion de microorganismos

El presente trabajo fue realizado en conjunto con la empresa UURU, esta
plantacion se dedica a la produccién de banano organico como principal
actividad productiva. Se encuentra ubicada en la provincia del Guayas en el
cantdn Playas a 4,5 kildmetros del caserio San Antonio, en la via del Canal, en
las coordenadas: longitud 9721473,00 y latitud 575430,00 (Figura 4).

San Antofio

&

Sain Migue!
E489 4 Puerto San
Sitio Nuewo Miguel del Morro Rin

£
Hacienda Bela
Esperanz

o

Figura 4. Ubicacion de la plantacion UURU
Tomado de: Google maps, 2015

Los extractos que se explicaran mas adelante, se obtuvieron de la cascara de
banano, considerada como desecho de la plantaciéon y de igual manera se
obtuvo el hongo Colletotrichum musae, de los bananos con sintomas de
pudricion de corona de la misma plantacion.

Los microorganismos utilizados en el presente trabajo fueron aislados de frutos
enfermos. EI moho verde de los citricos y la podredumbre gris fueron las
enfermedades presentes en naranjas y frutillas respectivamente. Penicillium
digitatum fue aislado de naranjas maduras (Citrus sinensis, variedad valencia

late). ElI hongo Botrytis cinerea se aislo de frutillas (Fragaria vesca, variedad
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diamante). En cambio, Colletotrichum musae fue aislado de banano (Musa
paradisiaca, variedad Cavendish).

Para el aislamiento de los hongos patogenos, se utilizo la técnica descrita por
Agrios (2005). Las cepas aisladas se mantuvieron en agar de papa dextrosa a
25°C, con repiques cada dos semanas para su utilizacion y su conservacion
posterior a 4°C. Para la identificacion morfolégica de los hongos utilizados
como agentes causales de sintomas en los frutos poscosecha, se observaron
los cuerpos fructiferos y su morfologia de cada uno de estos en el microscopio
Marca: OLYMPS, Serie BX.

3.1.2. Obtencidn de extractos

Los extractos evaluados en este proyecto, fueron obtenidos a partir de cascara
de Musa paradisiaca variedad Cavendish, de frutos provenientes de la
hacienda UURU. Se realizaron dos extracciones en calor y dos extracciones en
frio, siguiendo diferentes procesos, las modificaciones que se realizaron en
estos procedimientos fueron consideradas en base al tipo de reactivos, es decir
se utilizdé reactivos que no necesiten permiso de compra otorgado por el
CONSEP (Consejo Nacional de Control de Sustancias Estupefacientes y
Psicotropicas) y que puedan ser utilizados para producciéon industrial. Para
estos ensayos, se utilizaron dos puntos de corte de la fruta: uno en madurez

fisiolégica y otro en madurez comercial.

3.1.2.1. Procesos de extraccién caliente de compuestos activos de

cascara de banano verde cosechado en madurez fisiolégica

La magquinaria utilizada para la realizacion de los procesos de extraccion
caliente fueron los siguientes: liofilizador: Marca: LABOTEC Modelo:
01JLG/LGJ-12, soxhlet: Marca: GLASSCO y un rotavapor: Marca: YAMATO
Modelo: RE200. Para la primera extraccion de compuestos de la cascara de
banano verde se realiz6 con etanol como solvente, utilizando el método soxhlet

y se fracciond con cloroformo, para la obtencién de un extracto organico y uno
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acuoso como se observa en la figura 5. El extracto se obtuvo por lo tanto
mediante el método de Mokbel y Hashinaga (2005), siendo la principal
modificacion de este método el uso de etanol como solvente en reemplazo de

acetona.
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Figura 5. Proceso de extraccion caliente de compuestos de la cascara verde de banano con
etanol como solvente.

El segundo extracto, como se observa en la figura 6, a diferencia de la primera
extraccion en caliente, se utilizd la cascara verde fresca y se realizO una
extraccién con agua sin fraccionar. EI método de Cerutti y Neumayer (2004)
muestra una extraccién con metanol, mientras que en el presente trabajo se
utilizé agua como solvente, ya que los compuestos que se desea extraer son

solubles en agua.
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Figura 6. Proceso de extraccion de compuestos activos en caliente de cascara de banano

verde con agua como solvente.

3.1.2.2. Procesos de extracciéon fria de compuestos activos presentes
en la céascara de banano verde cosechado en madurez

fisiolégica

Para la obtencion de extractos en frio, no se incrementé la temperatura, asi se
evito la pérdida de compuestos termolabiles, como la fibra, las vitaminas, los
minerales y compuestos que se evaporen a bajas temperaturas. Al no utilizar
calor, este proceso necesitd un movimiento continuo durante un tiempo
prolongado, para la obtencién de una extraccibn homogénea. Los equipos que
se utilizaron en estos procesos de extraccion fueron un liofilizador: Marca:
LABOTEC Modelo: 01JLG/LGJ-12, un rotavapor: Marca: YAMATO Modelo:
RE200 y un agitador orbital: Marca: BOECO Modelo: PSU-1Si.

El proceso de extraccion en frio con etanol como solvente, se observa en la
figura 7. Para la obtencion de un tercer extracto, se mantuvo la muestra en
agitacién durante 7 dias, de acuerdo a la metodologia descrita por Cerén y
Cardona, 2011. Una modificacion importante realizada a este método en el

presente proyecto, fue el no fraccionamiento del extracto.
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Figura 7. Proceso de extraccion fria de compuestos de la cascara de banano verde con etanol

como solvente

Como se observa en la figura 8, de acuerdo a la metodologia descrita por
Cerdn y Cardona (2011), la cuarta extraccion de compuestos de la cascara de
banano verde fresca se realizd con cloroformo como solvente y sin
fraccionamiento. Al igual que el proceso anterior, la principal modificacion fue

mantener sin fraccionamiento la muestra.

- \\ Extraccion Filtracion Y
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(1 Extractop| ——— — Fin )
esec \\

Figura 8. Proceso de extraccion fria de compuestos de la cascara de banano verde con

cloroformo como solvente

3.1.2.3. Proceso de extraccion caliente de compuestos activos de la

cdscara de banano maduro

La figura 9 muestra el método descrito por Mokbel y Hashinaga (2005), siendo
la principal modificacién el uso de un solvente polar (H20) para la extraccion de

sustancias activas presentes en cascara de banano maduro. En el presente
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trabajo se realiz6 una extraccion en caliente de cdscara de banano maduro con
agua para comprobar su capacidad antifungica. Esta extraccion se realizé para
comprobar la presencia de los metabolitos secundarios obtenidos de frutos en

punto de madurez avanzada.
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Figura 9 Proceso de extraccion caliente de compuestos de la cascara de banano maduro con

agua como solvente

Para la determinacién del porcentaje de rendimiento de los extractos se utilizo
el método gravimétrico-volumétrico; de acuerdo a la siguiente expresion
(Castro, 2008):

%RE = P.E(g) / Pmuestra (g) x 100% (Ecuacion 1)

(Castro, 2008)
Donde:

P.E: Peso del extracto obtenido en gramos.

P. muestra: Peso de la muestra a extraer en gramos
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3.1.3. Evaluacion del efecto biolégico de los extractos de céscara de
banano verde sobre Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y

Penicillium digitatum.

3.1.3.1. Determinacion del crecimiento de las cepas fangicas in vitro

El in6culo de los agentes patdgenos fue preparado en condiciones asépticas
(caAmara de flujo laminar Marca: Thermo Scientific Modelo: 1395). Se utilizé el
método descrito por Kouassi, et al. (2012). La modificacién principal fue el uso
del caldo de papa dextrosa en reemplazo de jugos de frutas. Cada hongo fue
cultivado en medio PDA, a una temperatura de 25°C durante 15 dias en caja
Petri. Al término de este tiempo se le agregé 10ml de suero fisiolégico y se
afiadi6 0,05% de Tween 20. Para la recuperacion de esporas libres de hifas, se
procedio a filtrar la soluciobn antes descrita con una gasa estéril y asi se
removieron los micelios de los hongos, dejando Unicamente esporas en
solucion. Posteriormente, se contaron las conidias presentes en la solucién
madre en la camara de Neubabuer (Marca: Marienfeld. Profundidad 0,1mm.

Lineas claras). Para el conteo de las conidias se utilizo la siguiente férmula:

Namero de células= Ne Células/ area contada (mm?) x profundidad de la (Ecuacion 2)

camara x dilucion (Marienfeld, 2015)

Mediante diluciones consecutivas, se estableci6 la concentracion de una
solucién de 10*esporas/ml y 10%esporas/ml. Para determinar el crecimiento de
los microorganismos, se realizaron medidas de la Densidad Optica del cultivo
de los microorganismos en caldo de papa dextrosa. Para esto se utiliz6 un
volumen de 200 pl. en microplacas para ELISA (CITOTEST de 96 pocillos de
fondo concavo). Se utilizé caldo de papa dextrosa como medio de cultivo para
su crecimiento (Cos, Vlietinck, Berghe, y Maesa, 2006). La densidad 6ptica del
crecimiento de los hongos se midi6é en unidades de absorbancia (A), mediante
un espectrofotometro (Marca: BIOTEK. Modelo: Sinergy HT) a 492 nm de

longitud de onda. Las lecturas de la absorbancia se realizaron en intervalos de
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24 horas durante 192 horas en total. Las microplacas ELISA se incubaron a
25°C para el crecimiento adecuado de los hongos patdgenos. Previa a cada
lectura, cada microplaca se someti6 a una ligera agitacion durante 10
segundos. Este procedimiento se realizd con tres réplicas de cada hongo y el

ensayo se repitio tres veces.

Debido a que los extractos llevan como diluyente, el etanol, se determiné el
efecto de este solvente sobre los hongos y se establecié una concentracion sin
efecto sobre el crecimiento de Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y
Penicillium digitatum. Para esta evaluacion, se procedié a preparar una
solucion de indculo de cada hongo al 10* esporas/ml y se depositaron en las
microplacas ELISA. Se utilizaron siete concentraciones de etanol en el medio
de cultivo para cada tipo de hongo: (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 10%). Cada pocillo
contenia finalmente una solucién con 10*esporas/ml, el medio de cultivo y el
porcentaje de etanol se varié en 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 10%. El crecimiento del
micelio se midi6 fotométricamente a 490 nm mediante la determinacion de la
absorbancia en intervalos de 24 horas, hasta completar las 192 horas. Este
procedimiento se realizd con tres réplicas de cada hongo y el ensayo se repitid

tres veces.

3.1.3.2. Evaluacion in vitro del efecto biolégico de los extractos de
cascara de banano verde sobre Colletotrichum musae, Botrytis

cinereay Penicillium digitatum

Para la evaluacion in vitro del efecto bioldgico de los extractos obtenidos, se
aplicé un disefio completamente al azar con tres réplicas de cada hongo y el
ensayo se repitio tres veces. Los tratamientos analizados para Colletotrichum
musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum, fue: un testigo absoluto, un
control para el solvente, un control para el fungicida tradicional y las 14
concentraciones (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39, 0,20,
0,10, 0,05) pg/ml de los cinco extractos (Organico, acuoso-a, acuoso-b,

cloroférmico y etandlico). Sin embargo, para la evaluacion in vitro de la
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cascara de banano maduro, se utilizé un testigo absoluto, un control para el
solvente, un control para el fungicida tradicional y tres concentraciones (400,
200, 100) pg/ml del extracto de cascara de banano maduro para Colletotrichum

musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum.

Los extractos evaluados, primeramente se esterilizaron con un filtro CORNING
de 0,2 um. Posteriormente, se realizaron 14 diluciones dobles, siendo 400
pg/ml la concentracion maxima y 0,05 pg/ml la concentracion minima. Los

extractos fueron diluidos en etanol al 0,25% para los ensayos posteriores.

Réplica 1
Réplica 2
Reéplica 3

I(@Mmmiolc|m| =

Figura 10. Disefio del ensayo in vitro para evaluar el efecto bioldgico de los extractos de
cascara de banano verde sobre Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y Penicillium

digitatum.

Las microplacas ELISA CITOTEST de 96 pocillos de fondo céncavo utilizadas,
se encuentran distribuidas como se observa en la figura 10. En las filas B, C y
D de todas las columnas se colocaron los blancos de cada tratamiento. En las
flas E, F y G de la columna 2 a la 11, se depositO esporas en una
concentracion de 10* esporas/ml. En la columna 4 se colocd el fungicida y en la
columna 3 se incluy6 solamente el etanol. En las columnas 5 al 11 se coloco
etanol al 0,25% mezclado con las diferentes diluciones de cada extracto. En
todos los pocillos de las placas ELISA se colocé caldo de papa dextrosa, como
alimento para los hongos. En el contorno de la microplaca ELISA se coloco
unicamente medio de cultivo para evitar evaporacion por parte de las muestras
(Figura 10)
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Las microplacas se incubaron a 25°C (Incubadora Memmert, Modelo: SRU-
098). El crecimiento del micelio se midié fotométricamente a 490 nm al cabo de
192 horas. Para determinar el procentaje de inhibicion del extracto sobre los

hongos se utilizé la siguiente féormula mencionada por Mukherjee et al. (2008).

% Inhibicion del crecimiento= (Control — Tratamiento/ Control) * 100% (Ecuacién 3)
(Mukherijee, et al., 2008)

Donde:

Control: Crecimiento del hongo en solvente

Tratamiento: Crecimiento del hongo bajo el efecto del extracto

Para determinar cuél de los cinco extractos es diferente con respecto al
crecimiento del hongo en un cultivo de manera natural con solvente, se realizé

un ANOVA simple se plantearon las siguientes hipotesis:

Hipotesis nula
No existe diferencia significativa del efecto biologico de los extractos obtenidos
a partir de cascara verde de banano Cavendish sobre el crecimiento de los

hongos Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum.

Hipotesis alternativa

Existe diferencia significativa del efecto biolégico de los extractos obtenidos a
partir de cascara verde de banano Cavendish sobre el crecimiento de los
hongos Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum.

Para el analisis de los datos del ensayo in vitro se utiliz6 un ANOVA simple en
el programa Statgraphics Centurion XVI, Version 16.1.15. Este analisis basa su
experimentacion en un orden aleatorio, de tal forma que todos los efectos del
ambiente sean repartidos equitativamente entre los tratamientos, este disefio
considera al error aleatorio y a los tratamientos como fuentes de variabilidad,

siguiendo el siguiente parametro:
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Hy: =1, =...7x = 0
Ha: 1; # 0 para alguna i (Ecuacién 4)
(Gutiérrez y De la Vara, 2008)
Donde:
ti: es el efecto del tratamiento i sobre la variable de respuesta.

Al tener efecto los tratamientos, las observaciones se describen:

Yiji=ut+ 1+ g (Ecuacion 5)
(Gutiérrez y De la Vara, 2008)
Donde;
u: media global
7;: mide efecto del tratamiento
iy eij: es el a la medicion Yij.
El estadistico corresponde a:

F, =— (Ecuacién 6)

(Gutiérrez y De la Vara, 2008)

Y si F, es un valor grande y el valor p es mayor a a se rechaza H, y si por el
contrario F, es un valor pequeiio y el valor-p es menor a a se acepta H,.
LSD
Una vez rechazado la hipétesis nula, se determiné la diferencia existente entre
los pares de medias de los diferentes tratamientos, siendo el estadistico de
prueba:
Ho! wi= 1y
Hal Wi # 1y (Ecuacion 7)
(Gutiérrez y De la Vara, 2008)

Para toda i # j. Si el disefio es balanceado el LSD se expresa asi:

LSD= t«, N-k /% (Ecuacién 8)
2
(Gutiérrez y De la Vara, 2008)
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Verificacion de los supuestos del modelo

Es necesario que se cumplan los supuestos del disefio experimental:
normalidad, independencia y varianza constante. Se utilizaron los residuos para
la comprobacion de los supuestos. Asi, el estadistico para el DCA propuesto
deberia cumplir tres supuestos para los residuos:

1. Los eij siguen una distribucion normal con media cero.

2. Los eij son independientes entre si.

3. Los residuos de cada tratamiento tienen la misma varianza s®.

3.1.4. Evaluaciéon del efecto biélogico del extracto acuoso obtenido a

partir de una extraccion caliente sobre pudricion de corona

Para la evaluacion in vivo del efecto biolégico del mejor extracto obtenido en el
ensayo in vitro, se aplicé un disefio completamente al azar con cinco réplicas y
el ensayo se repitio tres veces. Los tratamientos analizados para las coronas
de las manos de banano con Colletotrichum musae, fue: un testigo absoluto, un

control para el fungicida tradicional y el extracto acuoso-a (400 pg/ml)

Para la evaluacion del efecto biolégico del extracto seleccionado, como el
extracto que mayor efecto presento in vitro, se utilizé una solucién de in6culo
al 10%*esporas/ml. (Lassois, et al.,, 2009). Primeramente, se estableci6 el
comportamiento de un testigo absoluto a la inoculacion artificial del patégeno
Colletotrichum musae, aislada de frutas con sintomas de la enfermedad. Para
evaluar el progreso de la enfermedad, se utilizé la escala de severidad descrita

por Alvindia y Kobayashi (2004) que se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Escala de severidad visual de pudricién de corona

Tomado de: (Alvindia y Kobayashi, 2004)

Escala Descripcion:

0 Sana; 1 Evidencia de los primeros sintomas; 2 Un tercio del tejido de la corona podrida

3 Un medio de tejido de la corona podrida; 4 Dos tercios de la corona podrida; 5 Pudricion del
tejido de la corona pero los pedunculos sanos; 6 Principio de necrosis de pedunculos; 7
Pedunculos podridos, dedos empiezan a desprenderse de la corona

Luego de 24 horas se colocO el extracto acuoso-a en la corona en una
concentracion de 400 pg/ml en un volumen de 80 ml. de agua y después de 45
minutos de reposo al aire libre, se empacaron los clusters para imitar las
condiciones de almacenamiento que tiene la fruta durante el transporte
maritimo hasta destino de venta. Para esta evaluacion, las manos de banano
se colocaron en cajas de cartdn corrugado (base y tapa), con fundas de
polietileno. Se mantuvieron las cajas de banano en los laboratorios de la
Universidad de las Américas a una temperatura promedio de 15,7°C, con una
minima de 13,8°C y una maxima de 17,6°C durante 29 dias (Alvindia y
Kobayashi, 2004).

Para determinar la reduccion de la pudriciébn de corona, se utilizé la siguiente

formula:

Reduccién de pudricién de corona = (Control- Tratamiento/ Control) * 100%  (Ecuacion 9)
(Alvindivia, 2013)
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Donde:

Control: Nivel de escala de severidad (Testigo absoluto)

Tratamiento: Nivel de escala de severidad (Extracto o Fungicida)

Para determinar cual de los tratamientos es diferente significativamente en
comparacion al testigo absoluto y responder al planteamiento de las siguientes
hipotesis, se aplico un Test de Friedman.

Hipotesis nula

No existe una diferencia significativa en el nivel de severidad de pudricion de
corona causada por en el hongo Colletotrichum musae considerando tres
tratamientos: extracto acuoso-a, el fungicida preventivo tradicional y el testigo

absoluto.

Hipotesis alternativa

Existe una diferencia significativa en el nivel de severidad de pudriciéon de
corona causada por en el hongo Colletotrichum musae considerando tres
tratamientos: extracto acuoso-a, el fungicida preventivo tradicional y el testigo
absoluto.

Para el analisis de los datos del ensayo in vivo se utilizé el Test de Friedman y
luego se aplicé un test de agrupacion de medias LSD, en el programa
Statgraphics Centurion XVI, Versién 16.1.15.

Test de Friedman
Esta prueba se utilizé puesto que se seleccionaron n grupos de k elementos de
forma que los elementos de cada grupo sean lo mas parecidos posible entre si

El experimento pretendia responder a la hipotesis:

Hy: No existe diferencia entre los tratamientos
H,: Existe diferencia entre los tratamientos
(Gutiérrez y De la Vara, 2008)
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S H, se cumple, la distribucion de F se aproxima a una chi-cuadrado con k - 1
grados de libertad; rechazando la hipotesis nula por obtener valores superiores
al valor critico para un nivel de significancia del 95%.

Siendo el estadistico:

_ Sst
SSe

Q

(Ecuacién 10)

(Gutiérrez y De la Vara, 2008)
Donde:
S: varianza
t: tratamiento

r. error

3.1.5. Determinacion de la presencia de compuestos con principios

activos en los extractos obtenidos de la cascara de banano

Para determinar la presencia de taninos, saponinas, alcaloides y flavonoides en
los extractos obtenidos, se realizaron pruebas colorimétricas. El fundamento de
la prueba de Salkowski se basa en el cambio de color, debido a que el grupo
hidroxilo del colesterol reacciona con los demas reactivos (Castro, 2008). La
prueba de Shinoda se fundamenta por el caracter fendlico, al cambiar de color
a amarillo o rojo se determina la presencia de flavonas y flavonoles (Vasquez,
et al. 2012). La prueba de cloruro férrico para taninos, se basa en la reaccién
del grupo carboxilo de los acidos galicos (Velasquez, 2004). La prueba de
Wagner para alcaloides, se basa en la reaccion del metano con los reactivos.
Los carbohidratos reaccionan por su OH, grupo hidroxilo del compuesto.
(Castro, 2008).
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Tabla 6. Pruebas fitoquimicas para determinacion presencia de metabolitos

secundarios

Prueba

Sustancia

Procedimiento

Resultado

Glicosidos Prueba de 3mg de extracto + 5 gotas Cambio de color
saponinicos Salkowski de H2S04 inmediato o gradual.
Formacién de un anillo
rojo.
Glicésidos Prueba de 5mg de extracto + trocito Coloracion roja,
flavonoides Shinoda de Mg + 1ml HCI anaranjada-roja o]
azulosa.
Taninos Cloruro férrico  2mg de extracto + 3 gotas Coloracion verde oscuro
de cloruro férrico 0 azul oscuro
Alcaloides Reactivo de 2mg de extracto + 5 gotas Cambio a color marrén
Wagner del reactivo de Wagner
Carbohidratos Prueba de 2ml de Extracto + 2mlde Cambio de coloracion
Fehling Fehling A + 2ml de anaranjada rojiza

Fehling B y calentar

suave.

Tomado de: (Castro, 2008; Velasquez, 2004).
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4. Resultados y Discusion

4.1.Determinacion de la presencia de metabolitos secundarios

En el presente trabajo, se determind la presencia de taninos concentrados en
banano en madurez fisiolégica, gracias al cambio de color del extracto a un
color verde oscuro como se observa en la figura 12. EI cambio de color se debe
a la reaccion quimica que se produce al contacto de los grupos hidroxilos y
carbonilos con los reactivos utilizados (Velasquez, 2004). En el caso del
extracto acuoso proveniente de cascara de banano maduro no se comprobd la
presencia de ninguna sustancia fendlica, ya que no ocurrié un cambio de color
para los metabolitos secundarios; taninos, flavonoides, alcaloides y saponinas.
Por lo tanto, estos resultados demuestran que las proporciones de estas

sustancias son minimas o no existen en la fruta madura (Tabla 7).

Tabla 7. Determinacién de la presencia de sustancias fendlicas en extractos de

cascara banano verde y maduro variedad Cavendish
elabDolIlo e aariosS presentes en e dClOS de Ca alfa de panano

Taninos  Flavonoides Alcaloides  Saponinas  Carbohidratos

Acuoso.a | Presente No No No Presente | No Presente
Presente Presente
Organico | Presente No No No Presente | No Presente
Extractos Presente Presente
de Acuoso.b | Presente No No No Presente | No Presente
cascara Presente Presente
verde Etandlico | Presente No No No Presente | No Presente
Presente Presente
Cloro- Presente No No No Presente | No Presente
férmico Presente Presente
Extractos
cascara
de Acuoso- | No No No No Presente | No Presente
banano maduro Presente Presente Presente
maduro
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Figura 12. Taninos presentes en extractos de cascara banano verde y maduro variedad
Cavendish
De izquierda a derecha: Extractos:

1) Orgénico, 2) Etandlico, 3) Acuoso.a, 4) Cloroférmico, 5) Acuoso.b y 6) Acuoso-maduro

Los resultados obtenidos concuerdan con Ly (2004) y con Veladsquez (2004), al
afirmar que existe una gran proporcion de taninos presentes en la cascara de
banano verde referidos como &cido tanico. Estos compuestos fendlicos, son
solubles en agua y se precipitan al estar en contacto con proteinas. En efecto,
estas sustancias presentan un efecto inhibitorio sobre la produccion de la

amilasa extracelular de los hongos (Greene y Morales, 1968).

4.2. Evaluacion del rendimiento de los extractos obtenidos a partir de la

cascara de banano cv. Cavendish

Los extractos evaluados sobre cultivos in vitro de los hongos patégenos
Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum, mostraron un
rendimiento de extraccion de 55% como el mas alto y de 0,35% como el
rendimiento mas bajo. Estos resultados se presentan en la tabla 8, donde se
observa el rendimiento de los cinco extractos obtenidos, a partir de la cascara
verde de banano variedad Cavendish. El concentrado acuoso-a, presenta el
mayor rendimiento de extraccion, con un 55,02%, seguido del extracto acuoso-
b con 13,22%, pero a diferencia del primer extracto, el extracto acuoso-b se
extrajo con etanol y cloroformo. El concentrado etandlico en cambio, muestra
un rendimiento del 1,97%, el extracto organico presenté un 2,56% de

rendimiento y finalmente el rendimiento més bajo obtenido fue del 0,35% en el



concentrado cloroférmico. El rendimiento fue calculado mediante un balance de

masa realizado para cada extracto obtenido.

Tabla 8. Rendimiento y caracteristicas fisicas (descriptivas) de los extractos

obtenidos de la cascara verde de banano

Acuoso-a Hidrodestilador 55,02 Polvo color café claro
Acuoso-b Soxhlet con etanol 96% 13,22 Sustancu? pegajosa,
color café oscuro
Organico Soxhlet con etanol 96% 2,56 Sustancia en polvo
Color verde
Etandlico Frio con etanol 96% 1,97 Polvo verde oscuro
S . Sustancia pegajosa
Cloroférmico Frio con cloroformo 0,35 color amarillo-verdoso
Acuo0so
(cascara Hidrodestilador 18,9 Polvo color café claro
madura)

Los rendimientos obtenidos en este trabajo son diferentes a aquellos obtenidos
por Mokbel y Hashinaga (2005) quienes presentaron un rendimiento de 0,24%
para el extracto organico y 4% para el concentrado acuoso-b. La diferencia
entre el rendimiento obtenido entre los cinco extractos obtenidos de cascara
verde de banano, es el uso de acetona como solvente, al ser mas selectivo,
separa solamente sustancias apolares y por lo tanto el rendimiento es menor.
Ferro (2008), en sus ensayos, obtuvo un rendimiento del 27,3% en el proceso
de analisis de varios extractos acuosos solubles de corteza de Lapacho,
mediante un secado por spray dry. Se comparé la cascara de banano con la
corteza de Lapacho, por presentar caracteristicas fibrosas. Esta particularidad
de la corteza de Lapacho y la cascara de banano verde permiten extraer una

gran cantidad de sustancias presentes en estas plantas.

4.3. Evaluaciéon econdmica de los extractos obtenidos a partir de

cascara de banano verde

La tabla 9 presenta el costo de produccion a nivel de laboratorio, por cada
gramo de los cinco extractos obtenidos a partir de cascara de banano verde

variedad Cavendish. El calculo de la maquinaria se realizé en base a la energia
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consumida por las horas de produccion de cada equipo. El extracto acuoso-a
tiene un costo de produccion de $ 0,98 considerando 96 horas de produccion
para la obtencion del mismo. Por otra parte, el concentrado etandlico se logro
obtener con un costo de $. 10,31 y 223 horas de extraccion. Los extractos:
acuoso-b, cloroférmico y orgénico superan las 100 horas de extraccion y los
costos de produccion alcanzaron los $. 30,00.

Tabla 9. Costo de produccidn por gramo de cada extracto

Extractos Acuoso-a  Etandlico  Acuoso-b Cloroférmico Organico
Tiempo (h) 96 223 161 223 161
Maquinaria ($) 5,23 8,72 9,68 8,72 9,68
Materiales ($) 7,00 10,00 30,00 10,00 30,00
Reactivos ($) 0,04 1,58 51,95 13,32 51,95
- du(é;ztr? (d$§ 0,98 10,31 30,54 91,55 163,63

El extracto acuoso-a se presentd como el concentrado mas econdémico y
cuenta con menor niumero de horas de extraccion. El solvente y la maquinaria
utilizada son factores influyentes sobre el costo de produccién. La maquinaria y
el solvente utilizados para el extracto acuoso-a fueron un liofilizador y agua
respectivamente; mientras que para los demas extractos se uso, ademas de un
liofilizador, un rotavapor, un soxhlet y un agitador orbital. En cuanto a los
solventes, se emplearon etanol y cloroformo. ElI uso del liofilizador es
fundamental, ya que este equipo elimina el agua a través del proceso de
sublimaciéon a -70°C y no separa los principios activos de los extractos, es por
eso que no puede ser reemplazado con un deshidratador. Al utilizar varios
equipos en un proceso de extraccion, como los mencionados anteriormente, el
rendimiento disminuyé y el tiempo de produccion aumento en el caso de los

extractos.
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4.4. Identificaciobn de Colletotrichum musae, Botrytis cinerea vy
Penicillium digitatum

En la figura 13.a, se observan los cuerpos fructiferos de Botrytis cinerea,
aislados de frutillas con sintomas de la podredumbre gris. Cada espora
presenta una forma ovalada y estas forman un racimo. Penicillium digitatum
(figura 13.b), aislado de una naranja con caracteristicas del moho verde de los
citricos, presenta conidios, los cuales poseen una forma circular a diferencia de
Botrytis cinerea, ademas presenta fialides lisas. Colletotrichum musae (figura
13.c), fue obtenido de la corona con sintomas presentes de frutas de banano.
Este Gltimo patdégeno presenta esporas elipticas, cilindricas y sin septos.

a)

Figura 13. Esporas de hongos poscosecha en el microscopio Marca: OLYMPUS, Serie: BK,
observados con objetivo 40x
a) Botrytis cinerea.

b) Penicillium digitatum.

C) Colletotrichum musae.
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Los tres hongos anteriormente presentados pertenecen al grupo Ascomycota
del reino Fungi, las caracteristicas morfologicas como sus conidias
corresponden a este grupo (Castellanos, et al., 2005, pp. 56-58). Botritis
cinerea presentd hifas hialinas, septadas y ramificadas de forma irregular.
Conidiéforos macronematosos y largos. El &pice finaliza en estructuras
llamadas conidios unicelulares y globosos. Esta descripcion coindice con la
sefialada por Agrios (1999) y por Chavez y Wang (2004). Colletotrichum
musae mostré conidios unicelulares, lisos, fusiformes y aseptados. Las
caracteristicas de las esporas de Colletotrichum musae concuerdan con las
descripciones propuestas por Lassois, et al.,, 2009 y Simmonds, 1963.
Penicillium digitatum produce una gran cantidad de conidios. Los conidioforos
forman verticilios. Los conidios son cilindroidales de color verde palido,
presentan una pared fina y lisa. Estas esporas se desarrollan en columnas
irregulares ramificadas de acuerdo a las descripciones realizadas por
Macarisin, et al., (2007). Esta descripcion se puede corroborar con aquella

presentada en este trabajo.

45. Evaluacion del efecto del solvente sobre el crecimiento de
Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum

Para el desarrollo de los ensayos in vitro de los hongos Colletotrichum musae,
Botrytis cinerea y Penicillium digitatum, se utiliz6 una concentracion de
10*esporas/ml, por presentar un crecimiento uniforme y no sobrepasar el limite
de lectura de la absorbancia. Estos resultados concuerdan con Hadacek y
Greger, (2000). La figura 14 a, b y ¢ muestra el crecimiento de Colletotrichum
musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum respectivamente, asi como el
crecimiento bajo el efecto inhibitorio del etanol con seis diferentes
concentraciones: 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 10%. El crecimiento natural de los tres
hongos se observa en las curvas de crecimiento indicando el 0% en
concentracion de etanol. Esta curva muestra las tres fases de crecimiento:
latencia, exponencial y estacionaria de los microorganismos estudiados
(Agrios, 2005).
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Como se observa en las curvas de crecimiento (figura 14 a, b c), la
concentracion de 0,25% de etanol es la curva que mas se asemeja a la de
crecimiento natural para Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y Penicillium
digitatum. Esto muestra que la dosis de 0.25% de etanol no provoca un efecto
negativo sobre el crecimiento de los hongos y el microorganismo cumple con
las tres fases de crecimiento antes descritas en la literatura (Kouassi, et al.,
2012). Ademas, como se observa en las tres figuras anteriormente descritas, la
concentracion de 10% de etanol inhibe el crecimiento de los tres hongos, en
especial el de Penicillium digitatum. Las cinco concentraciones (0,5, 1, 2, 4,
10%) limitan la fase exponencial de acuerdo a los estudios desarrollados por
Kouassi, et al.,, (2012) y Villa y Espin (2010) quienes utilizaron cuatro
concentraciones de etanol, siendo la menor concentracion 0,5% y obtuvieron
una inhibiciébn minima a partir de ese dosis de etanol. En el presente estudio se
utilizé una concentraciébn menor: 0,25%, evitando que el solvente sea la

sustancia inhibidora del crecimiento microbiano.

4.6. Evaluacion del efecto biolégico in vitro de los extractos obtenidos
de cascara de banano verde sobre Colletotrichum musae, Botrytis

cinereay Penicillium digitatum.

4.6.1. Colletotrichum musae

Para determinar el extracto que presentara una inhibicion significativa del
crecimiento de Colletotrichum musae con respecto al crecimiento del hongo en
solvente, se realiz6 un ANOVA simple. Al analizar los datos se descartaron
ciertos extractos y se selecciondé aquel que presentard la menor Densidad
Optica y por lo tanto manifestara menor crecimiento in vitro. Se observo una

diferencia significativa entre tratamientos, la cual se evidencia en la figura 15.
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Figura 15. Comparaciéon de medias de densidad Optica por el método LSD general para
Colletotrichum musae.

La figura 15 demuestra que el extracto 5 y el extracto 2, es decir el extracto
acuoso-a y el extracto etandlico presentan una diferencia en relacion al
crecimiento del hongo con respecto al solvente y al testigo. El mejor extracto
entre los dos antes mencionados, se seleccion6 mediante un ANOVA para
cada extracto y se escogio el que present6 la menor unidad de absorbancia en
su media, entre los tratamientos utilizados; correspondiendo al E5 (extracto

acuoso-a) como el mejor tratamiento.

En la tabla 10, el ANOVA descompone la varianza en dos componentes: un
componente entre el extracto acuoso-a, solvente, fungicida y el natural y un
componente dentro de los tratamientos antes mencionados, en el cual el valor-
p muestra un nivel de significancia estadistica entre cada uno de los factores
evaluados, con un 95% de nivel de confianza. Como el valor-p de los
tratamientos (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39, 0,20,
0,10, 0,05) ug/ml, el solvente, el fungicida y el natural) es menor a 0,05, se
determina que existe una diferencia significativa entre las medias de
absorbancia y por consecuencia del crecimiento de Colletotrichum musae con

respecto a los diferentes niveles de concentracion por extracto.
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Tabla 10. ANOVA para analisis de varianza para Colletotrichum musae para el
extracto acuoso-a (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39,
0,20, 0,10, 0,05) ug/ml, el solvente, el fungicida y el natural

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados Medio

Entre tratamientos 1,52535 136 0,0112158

Total 4,12944 152

Al existir una diferencia entre todos los tratamientos, se necesita comparar la
absorbancia obtenida bajo el efecto de las diferentes concentraciones utilizadas
del extracto, el fungicida, y el tratamiento natural. El analisis de rangos
multiples mediante el método del LSD, determin6 que las medias son diferentes
entre ellas significativamente (Figura 16). Se obtuvieron 6 grupos homogéneos.
Los datos demuestran que no existe una diferencia entre la absorbancia
obtenida por el testigo natural en comparaciéon a la del solvente, pero si existe
una diferencia entre las primeras siete concentraciones del extracto acuoso-a
con respecto a la absorbancia obtenida en la muestra del solvente, mientras
que las otras 7 concentraciones presentaron una similitud en la medida de
absorbancia con el fungicida (Figura 16).

Con el objetivo de mostrar los datos obtenidos por el método LSD, la figura 16
muestra los resultados de la inhibicién producida por el extracto acuoso-a
(21,31%) a 400 pg/ml. En base a los resultados presentados, se reporta un MIC
mayor o igual a 400 ug/ml. Cabe recalcar que a partir de la concentracién 12,5
pg/ml a la concentracion 0,05 pg/ml presentan una inhibicion causada por el

solvente.
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Figura 16. Inhibicion en Colletotrichum musae causado por el extracto acuoso-a, el fungicida

y el solvente con los diferentes niveles generados por el LSD.

Greene y Morales (1968) demostraron que en ciertas ocasiones si se produce
la inhibicion del crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides a partir del
extracto de cascara en proceso de descomposicion. Esto demuestra que el
tanino podria tener un efecto de inhibicion sobre la produccién de amilasa que
actla sobre la pared del hongo. En este caso, se corrobora el efecto inhibitorio
de los taninos presentes en el extracto acuoso-a, como lo demuestran
igualmente en sus ensayos, Mokbel y Hashinaga (2005). Al ser estos
compuestos fendlicos solubles en agua caliente, se logré la maxima extraccion
de estos compuestos, a diferencia de los demas extractos.

Los datos obtenidos podrian inferirse a poblaciones mas extensas de
Colletotrichum musae in vitro, debido a que los datos indican una distribucién
normal para el extracto acuoso-a, gracias a la prueba de Shapiro-Wilk. con un
95% de confianza.

4.6.2. Botrytis cinerea

Los resultados obtenidos en la evaluacién de los cinco extractos presentaron
una diferencia significativa. En efecto, un ANOVA simple y un LSD permitieron

determinar la diferencia entre extractos y la comparacion de medias de lecturas
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de la densidad 6ptica en cultivos de Botrytis cinerea. EI mejor tratamiento fue el
extracto 5 (acuoso-a) con una absorbancia de 1,14 A en comparacion del

testigo que presentd una absorbancia de 2,53 A (Figura 17).
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Figura 17. Comparacion de medias de Absorbancia por el método LSD general para Botrytis

cinerea.

En la tabla 11, el ANOVA descompone la varianza en dos componentes: un
componente entre tratamientos (extracto acuoso-a, el solvente, el fungicida y el
natural y un segundo componente dentro de los tratamientos antes
mencionados, en el cual el valor-p muestra un nivel de significancia estadistica
entre cada uno de los factores evaluados, con un 95% de confiabilidad. Debido
a que el valor-p de los tratamientos (14 concentraciones del extracto acuoso-a,
el solvente, el fungicida y el testigo natural) es menor a 0,05, se determina que
existe una diferencia significativa entre la media de la absorbancia medida en
las muestras de Botrytis cinerea. Esto muestra que el crecimiento del hongo se

ve afectado por el nivel de concentracion de los extractos.
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Tabla 11. ANOVA para analisis de varianza para Botrytis cinerea para el
extracto acuoso-a (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39,
0,20, 0,10, 0,05) ug/ml, el solvente, el fungicida y el natural.

Fuente Sumade €] Cuadrado Razon-F
Cuadrados Medio
Tratamientos 38,8829 16 2,43018 275,33 0,0000
Entre 1,09449 124 0,00882655
tratamientos
Total 39,9774 140

Al existir una diferencia entre todos los tratamientos, se establecio la necesidad
de comparar la absorbancia obtenida por el crecimiento entre las
concentraciones del extracto organico, el fungicida y el tratamiento natural. Con
este proposito, se realiz6 un analisis de rangos multiples mediante el método
LSD, que determin6 que las medias son diferentes entre ellas (Figura 18) y se
obtuvieron 9 grupos homogéneos. Los datos demostraron que no existe una
diferencia entre el nivel de absorbancia causado por el tratamiento natural en
comparacion a la del solvente y que la inhibicion es causada por el extracto.
Por otra parte, se encontr6 diferencia entre las primeras nueve concentraciones
del extracto acuoso-a con respecto a la absorbancia medida en el solvente y el
fungicida (Figura 18). Confirmando los datos obtenidos por el LSD, la figura 18
demuestra la inhibicibn causada por el extracto acuoso-a sobre Botrytis
cinerea, a 400 pug/ml. Bajo estas condiciones, se produce una inhibicion del

55,07%, mientras que el fungicida presenta una inhibicién del 5,92%.

En la figura 17 se puede observar que el extracto acuoso-a a 0,78 pg/mi
presenta una capacidad de inhibicion semejante al fungicida. Es asi que se
podria considerar a este extracto como una alternativa potencial para el control
del hongo en sistemas de produccion organica para la prevencién del ataque

de Botrytis cinerea en poscosecha.

En este trabajo se pudo determinar la actividad fungicida del extracto acuoso-a
sobre la inhibicion de Colletotrichum musae y Botrytis cinerea. A pesar de ello,
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el efecto inhibitorio depende del microorganismo patégeno y de las
concentraciones utilizadas. Al utilizar la dosis 400 pg/ml se observé una
inhibicién del 21,31% en Colletotrichum musae y 55,07% en Botrytis cinerea.
Se puede considerar que los organismos patdgenos son inhibidos en diferentes

niveles de acuerdo a su genética y morfologia (Kouassi, et al., 2012).
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Figura 18. Comparacion del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea causada por el

extracto acuoso-a, el fungicida y el solvente y agrupacién de acuerdo a método LSD.

En la figura 18 hay un aspecto importante, ya que la agrupaciéon de nivel a se
mantiene hasta con 100 pg/ml. Esto significa que el extracto acuoso-a inhibe a
Botrytis cinerea incluso a 100 pg/ml, siendo este dato importante para la
potencial formulaciéon y produccion de este fungicida natural, puesto que se
necesita una cantidad menor de extracto para que cumpla el efecto inhibitorio
sobre el hongo.

Espitia (2011) realizé una extraccion caliente de tomillo (Thymus vulgaris), con
agua como solvente. Al caracterizar el extracto, comprobo la presencia de
carvacrol y el p-cimenol. Estas sustancias presentan actividad antifingica sobre
Botrytis cinerea. Los resultados de Espitia (2005) demostraron que con una
dosis 500000 pg/ml, el hongo presentaba una inhibicion del 60% al quinto dia.
En el caso del extracto de la cascara de banano verde, este posee sustancias
altamente polares en condiciones de extraccion con alta temperatura. Como se

observa en la figura 18, estos compuestos presentan una alta inhibicidon
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(55,07%) a concentraciones bajas (400 pg/ml) en comparacion a otras plantas
que de igual manera presentan compuestos antifingicos.

Los datos obtenidos podrian inferirse a poblaciones mas extensas de Botrytis
cinerea in vitro, debido a que los datos, mediante la prueba de Shapiro-Wilk
indicaron una distribucion normal en los residuos para el extracto acuoso-a. con

un 95% de confianza

4.6.3. Penicillium digitatum

Para elegir el extracto con un mayor efecto inhibitorio sobre Penicillium
digitatum y que presentara una diferencia significativa en relacion al solvente y
el testigo natural, se realiz6 un ANOVA simple y posteriormente una
comparacion de medias con el método LSD. Los resultados obtenidos para
evaluar los cinco extractos de céscara de banano verde en este trabajo,
presentaron una diferencia significativa entre los tratamientos. En efecto, un
ANOVA simple y un analisis de rangos multiples mediante el método del LSD
permitieron determinar la diferencia entre extractos y la comparacion de medias
de lecturas de densidad optica en cultivos in vitro de Penicillium digitatum.

El mejor tratamiento fue el extracto 1 (organico) con una densidad Optica de
1,54 A en comparacion con el testigo que present6 una densidad 6ptica de 3,92
A como se observa en la figura 19. Sin embargo, al realizar un ANOVA para
cada extracto (Organico y acuoso-a) se obtuvo el mismo valor-p (0,000) (Tabla
12). En este caso, se analiz6 cual de los dos extractos presentan un bajo costo
de produccion y se escogio el extracto acuoso-a por ser el mas econdémico en

comparacion al extracto organico como se presenta en la tabla 9.
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Figura 19. Comparacion de medias de la densidad 6ptica por el método LSD general para

Penicillium digitatum.

En la tabla 12, el ANOVA descompone la varianza entre dos componentes: un
componente entre el extracto acuoso-a, el solvente, el fungicida y el natural y
un componente dentro de los tratamientos antes mencionados, en el cual el
valor-p muestra un nivel de significancia estadistica entre cada uno de los
factores evaluados, con un 95% de confiabilidad. Debido a que el valor-p de los
tratamientos (14 concentraciones del extracto organico, el solvente, el fungicida
y el testigo natural) es menor a 0,05; se determina que existe una diferencia
significativa entre las medias de la densidad Optica, directamente relacionada
con el crecimiento de Penicillium digitatum en funcién de los tratamientos antes

mencionados.

Tabla 12. ANOVA para analisis de varianza para Penicillium digitatum para el
extracto acuoso-a (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39,
0,20, 0,10, 0,05) ug/ml, el solvente, el fungicida y el natural.

Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 61,4227 16 3,83892 29,97 0,0000
Entre tratamientos 13,5773 106 0,128088

Total 75,0 122
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Al determinar una diferencia entre los tratamientos, se estableci6 la necesidad
de comparar la absorbancia obtenida con respecto a las concentraciones del
extracto organico, el fungicida y testigo natural. Con este propdsito, se realizé
un analisis de rangos multiples mediante el método LSD, el cual determiné las
medias que son diferentes entre ellas o presentan homogeneidad significativa
(Figura 20) y se obtuvieron 10 grupos homogéneos. Se determind una
diferencia entre todas las concentraciones del extracto acuoso-a con respecto a
la absorbancia del solvente y testigo natural (Figura 20). Reafirmando los datos
obtenidos por el LSD, la figura 19 muestra el porcentaje de inhibiciéon producida
por el extracto acuoso-a (E5) sobre Penicillium digitatum, con 54,72% a una
concentracion de 400 pug/ml, mientras que el fungicida mostré un porcentaje de
inhibicion del 29,32%.

En la figura 20 hay un aspecto importante que recalcar ya que la agrupacién de
nivel (a) se mantiene hasta con 100 pg/ml. Esto significa que el extracto
acuoso-a inhibe a Penicillium digitatum incluso a 100 pg/ml, siendo este dato
importante para la potencial produccion de este fungicida natural puesto que se

necesitaria una cantidad menor de extracto para producir un mismo nivel de
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Figura 20. Inhibicion de Penicillium digitatum causada por el extracto acuoso-a, el fungicida y el

solvente de acuerdo a una agrupacion por niveles generados por el método LSD.
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Estos resultados concuerdan con los trabajos desarrollados por Guerrero,
Solis, Herndndez, Flores, y Sandoval (2007) quienes mencionan que el
extracto obtenido con etanol de Flourensia cernua obtuvo un porcentaje de
inhibicién del 94,2% con una dosis de 500 pg/ml para el control de Penicillium
digitatum. Esto demuestra que Pencillium digitatum puede ser inhibido en su
mayoria por extractos que son obtenidos con solventes polares como el etanol
y el agua.

En el caso del presente ensayo, los datos obtenidos no pueden inferirse a
poblaciones mas extensas de Penicillium digitatum in vitro, debido a que no
presenté una distribucion normal en los residuos para el extracto acuoso-a. El
rechazo de esta hipotesis genera la necesidad de realizar mayor cantidad de
muestras, debido a una alta variabilidad de los datos obtenidos en la

determinacion del crecimiento del hongo in vitro.

4.6.4. Porcentaje de inhibiciéon del extracto obtenido de banano en
madurez comercial sobre Colletotrichum musae, Botrytis cinerea y

Penicillium digitatum.

La figura 21 demuestra el porcentaje de inhibicion causada por el extracto de
cascara de banano maduro sobre el crecimiento de los hongos patdégenos
estudiados. El porcentaje de inhibicion del crecimiento es producido solo por el
solvente mas no por el extracto y se comprueba mediante el analisis de rangos
multiples usando el método LSD (Figura 21). Estos resultados muestran que no
existe una diferencia significativa entre la densidad optica del crecimiento del

solvente con la densidad 6ptica del extracto acuoso-maduro.
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Figura 21. Inhibicion producida por el extracto de céscara de banano maduro en los tres
Botrytis cinerea, Colletotrichum musae y Penicillium digitatum y agrupacion de las medias de

acuerdo al método LSD.

Lii, Chang, y Young (1987) mencionan en sus trabajos que la conversion a
carbohidratos simples en el proceso de maduracibn de Musa paradisiaca
provoca la disminucion de los metabolitos secundarios. Su transformacion se
debe a que los compuestos son convertidos a sustancias digeribles para
consumo animal. En efecto, este estudio se corroboraria igualmente con
Bejarano y Vejarano (2007) quienes demostraron en sus ensayos que no existe
un efecto inhibitorio por parte de los compuestos provenientes de la cascara de

banano maduro sobre Fusarium oxysporum.

4.7. Evaluacion del efecto bioldgico in vivo del extracto acuoso-a sobre

Colletotrichum musae.

El indice de pudricién de corona se realizé de manera visual con la ayuda de la
escala de severidad de pudricion de corona (figura 11) y el porcentaje de
reduccion de pudricion de corona se calculé mediante la formula citada por
Alvindia y Kobayashi (2004) (Ecuacion 11).
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Los resultados comparativos de la severidad de ataque de Colletotrichum
musae en banano bajo efectos de un fungicida, un tratamiento con el extracto
acuoso-a y un testigo absoluto, se observa en la figura 22. La reduccion en la
pudricion de corona es inversamente proporcional al crecimiento del hongo. El
extracto acuoso-a posee un efecto inhibitorio semejante a la del fungicida
tradicional durante los 28 dias de evaluacion. En el caso del testigo absoluto,
desde el periodo del dia 0 al 7, no existi6 una reduccion de pudricion de

corona, corroborando que mientras existe una reduccién en la pudricion de

T
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Figura 22. Porcentaje de reduccién de pudricién de corona (RPC) causada por la accion del

extracto acuoso-a sobre manos de banano en madurez fisioldgica.

Gracias a la solubilidad del principio activo del extracto acuoso-a, la aplicaciéon
en el fruto se realiz6 de manera homogénea. A una concentracion de 400 pg/mi
se obtuvo un 86,79% de reduccion en la pudricién de corona a los 14 dias. En
los ensayos In vivo se pudo asociar la actividad bioldégica de los taninos
presentes en la cascara de banano verde sobre Colletotrichum musae, puesto
gue este hongo fue inoculado de manera artificial en las coronas de las manos

de banano a una concentraciéon de 10%*esporas/ml y de esta manera se
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comprobd la actividad de los compuestos fendlicos sobre Colletotrichum
musae.

Alvindivia (2013) en sus experimentos, utilizo varias sales, de las cuales dos de
ellas mostraron una gran reduccién en la pudricién de corona; el carbonato de
sodio con agua caliente, redujo un 87,99% la pudricion de corona y el
hipoclorito de sodio redujo a 80,64% la pudricién de corona y al compararlo con
el principio activo de un fungicida (thiabendazole) el cual presenté un 89,60%

de reduccion en la pudricidon de corona.

Con los resultados obtenidos en el presente estudio se demuestra que los
compuestos fenolicos del extracto acuoso-a poseen un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de Colletotrichum musae. La inhibicion causada por el extracto
acuoso-a demuestra el potencial de este fungicida organico como alternativa de
uso en poscosecha, debido a que el extracto fue obtenido a partir de desechos
de banano y podrian ser aprovechados en una aplicaciéon agroindustrial. De
esta manera, se promueve la produccion de fungicidas alternativos como

controles biologicos de banano en el &rea de poscosecha.

La figura 23 demuestra el desarrollo de la pudricién de corona en el testigo
absoluto y la inhibicion de la enfermedad bajo el efecto del extracto y el
fungicida durante 28 dias. Puesto que los valores-p indican un valor menor a
0,05, esto muestra una diferencia estadistica entre las medias de los
tratamientos (cuartiles de tiempo) con un nivel de confianza del 95,0%.
Mediante el método del LSD, se determiné cual de los cuartiles serian
estadisticamente similares entre si y en funcién de cada tratamiento (Figura
23). Se obtuvieron 3 grupos homogéneos para cada tratamiento (Testigo,
extracto, fungicida).

La figura 23.a, muestra el crecimiento exponencial del testigo, desarrollado
hasta el nivel maximo de severidad (7). Con respecto al extracto y el fungicida,
se puede evidenciar (Figura 23 b y ¢) que durante los primeros 21 dias de

almacenamiento de la fruta, no existe una diferencia en el progreso de la
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enfermedad. Esto demuestra que los sintomas, tanto con la aplicacion del
extracto como del fungicida, los sintomas empiezan a aparecer posteriormente
al cuartil 15-21 dias.
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Cuando los bananos son cosechados en su madurez fisiologica y pasan al
proceso de poscosecha, existen varios puntos posibles de contaminacion de
esporas de Colletotrichum musae. A pesar de que a las manos de banano se
laven y se aplique un fungicida tradicional en la corona y las puntas de los
dedos, existe un desarrollo de pudricion de corona. Al momento de llegar al
destino final después de 18-20 dias, los bananos son rechazados por la
enfermedad antes mencionada, lo que ocasiona pérdida para el productor
(Gonzabay, 2014).

Una vez que la fruta llega a su destino, son maduradas con etileno en camaras
de maduracion artificial durante 5 dias a 20°C con un porcentaje de humedad
relativa entre 90 y 95% (Lassois, et al., 2010). Luego de su maduracion las
manos de banano son llevadas a centros de venta de producto como tiendas o
autoservicios, donde permanecen en percha durante 7 dias como maximo
(FAO, 2010). Los datos de este proyecto revelan que el extracto acuoso-a
reduce la pudricion de corona del dia 0 al 21, dias en los cuales no existiéo una
diferencia significativa de los sintomas presentes en los dias 0-7 o en los dias
15-21 (Figura 23-b). Esto implicaria que en el dia 18 el transito del proceso de
exportacion del banano termina y con la aplicacion del extracto acuoso-a, se
lograria limitar los sintomas en nivel (1) de pudricién de corona. Mientras que
durante los dias 22 hasta los 28, los bananos son madurados y llevados a
centros de venta, dias en los cuales los resultados obtenidos presentan un
nivel (4) de pudricién de corona de para el extracto acuoso-a en comparacion
con el testigo que llega a ese mismo nivel desde el dia 10.

Es por eso que en base a los resultados obtenidos en el presente proyecto, se
recomienda aplicar el extracto acuoso-a en la corona de las manos de banano

antes de que sean empacadas para su comercializacion.

La figura 24 indica el analisis LSD con respecto al desarrollo de pudricion de
corona entre el testigo, el extracto acuoso-a y el fungicida. Previamente, se
realizd un ANOVA para los tratamientos antes mencionados y se obtuvo un
valor-p menor a 0,05, lo cual demuestra que existe una diferencia significativa

entre los tratamientos. EI LSD muestra 2 grupos homogéneos. En los dias 22 a
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28 de almacenamiento, el extracto acuoso-a y el fungicida no presentan una
diferencia estadistica significativa, pero si son diferentes con respecto al
testigo. Los resultados del presente estudio son positivos para considerar como
alternativa viable la utilizacion de fungicidas organicos obtenidos a partir de
desechos, en este caso, del rechazo de banano para exportacion. Incluso se
demuestra que la actividad fungicida de los compuestos fendlicos presentes en
el extracto acuoso-a puede igualar en efectividad de inhibicion de pudricién de
corona a los compuestos que conforman un fungicida tradicional. Por otra
parte, al usar este tipo de controles organicos se promoveria la exportacion a
diferentes mercados alrededor del mundo, los cuales incluyan interdicciones de

uso de ciertas sustancias activas de sintesis quimica.
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Figura 24. Comparaciéon de medias entre tratamientos (Control, Extracto acuoso-a,
Fungicida) de 22-28 dias

Al presentar el extracto acuoso-a un comportamiento similar al fungicida, se
podria sefialar que los principios activos del extracto llegan a presentar las
mismas caracteristicas inhibidoras que las del fungicida tradicional (carvacrol,
cineol y borneol) y esta inhibicion de la proliferacion de sintomas se mantiene
en el tiempo. No existe un estudio especifico que relacione la actividad de la
cascara de banano sobre la enfermedad de pudricion de corona; no obstante,
se puede mencionar el trabajo desarrollado por Hernandez y Vasquez (2008)
qgue demostraron la inhibicibn al 70% de Colletotrichum gloeosporoides

causado por Matricharia chamomilla, Thymus vulgaris y de Piper aduncum en
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condiciones in vitro y en plantulas, en comparacion a un fungicida

convencional, el cual presentaba una inhibicién del 85%.

Figura 25. Pudricién de corona a los 21 dias
a) Corona testigo

b) Corona extracto

C) Corona fungicida

En la figura 25.b se observa que la aplicacion del extracto acuoso-a reduce la
pudricion de corona, demostrando la efectividad del extracto obtenido a base
de cascara de banano verde cv Cavendish procedente del rechazo de
exportacion en condiciones de almacenamiento poscosecha. Los sintomas
visuales son mas acentuados en el testigo que en los tratamiento con extracto

acuoso a y fungicida tradicional.
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5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que
existe una diferencia estadistica significativa entre los diferentes tratamientos
analizados (cinco extractos, catorce concentraciones, fungicida y testigo
natural) sobre el crecimiento de los hongos patdgenos Colletotrichum musae,
Botrytis cinerea y Penicillium digitatum. En efecto, los resultados mostraron que
algunos de los extractos inhibieron el desarrollo de los hongos antes
mencionados en un 21,31%, 55,07 y 54,68% respectivamente. Sin embargo, es
importante recalcar que los efectos de inhibicién de los extractos dependen del

tipo de hongo y de la concentracién utilizada.

El extracto acuoso-a, fue el tratamiento que se destacO entre todos los
extractos por el efecto bioldgico provocado sobre Colletotrichum musae. Este
extracto presentd una inhibicion in vitro del 21,31% a una concentracion 400
pg/ml. Este porcentaje de inhibicién se comparé con un fungicida comercial que
mostré un 8,45% con respecto al testigo absoluto; demostrando asi que el
concentrado acuoso-a limita en mayor proporcién el crecimiento del hongo que
el fungicida organico. La actividad antifingica del extracto acuoso radica en la
gran presencia de taninos ya que estas sustancias son solubles en agua
caliente. Por otra parte, el extracto acuoso obtenido de la cascara de banano
maduro no presentd un porcentaje de inhibicion sobre Colletotrichum musae,
Botrytis cinerea y Penicillium digitatum, ya que durante la maduracion del fruto,

los compuestos disminuyen o se transforman en otras sustancias.

La inhibicion causada por el extracto depende del microorganismo y de la
concentracion utilizada. Sin embargo, la actividad antifingica esta basada en el
efecto biologico de los metabolitos secundarios mencionados anteriormente. Es
por eso que al igual que los ensayos de Colletotrichum musae el extracto

acuoso-a muestra un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Botrytis cinerea.
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Este hongo presentd una inhibicion en su crecimiento in vitro del 55,07% a una

concentracion de 400 pg/ml.

Penicillium digitatum presentd una inhibicion ligeramente mayor con el extracto
organico, pero al ser este un extracto demasiado costoso, se establecio que el
mejor extracto es el acuoso-a, por su actividad fungicida y su bajo costo de
produccion. Este hongo presentdé una inhibicion del 54,68% a una

concentracion de 400 pg/ml.

En base a la pruebas colorimétricas se demostré6 que los cinco extractos
obtenidos a partir de cascara de banano verde variedad Cavendish
presentaban taninos concentrados. De esta manera, se relaciona la gran
cantidad de compuestos fendlicos contenidos en la cédscara de banano en
madurez fisiolégica y un efecto biolégico sobre el crecimiento de Colletotrichum
musae, Botrytis cinerea y Penicillium digitatum. Estos metabolitos secundarios
se han asociado con la inhibicién de sintesis de compuestos como la amilasa,

componente estructural de la pared celular de los hongos.

En el ensayo in vivo, los resultados mostraron que el extracto acuoso-a reduce
la pudricion de corona en un 86,79% durante tres semanas, tiempo en que los
bananos terminan el transito de exportacién y llegan a su destino para ser
madurados artificialmente y vendidos a consumidores finales. Ademas se pudo
evidenciar que el extracto acuoso-a tiene un comportamiento similar durante 28
dias al compararlo con un fungicida convencional de produccion organica. El
potencial de este extracto es realmente importante a nivel de produccion
especialmente en poscosecha debido a que el extracto fue obtenido a partir del
rechazo de exportacion, el cual es considerado actualmente como un
desperdicio. Al ser un desperdicio, el costo de produccién es menor al de un

fungicida tradicional.

El extracto acuoso-a, presentd un rendimiento del 55,02% con un costo de

produccion de $ 0,98 por gramo. Esto permite considerar a este producto como
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una alternativa para ser trasladada a una escala industrial, por la facilidad de

obtencién del extracto, y el costo de produccion.

5.2.Recomendaciones

En base a los resultados obtenidos en este proyecto se recomienda que:

En investigaciones futuras se analice analitica y cuantitativamente los
compuestos quimicos (HPLC) que se encuentran presentes en los
extractos a utilizar, de esta manera se podrian conocer con exactitud
cudles son los compuestos inhibitorios y posteriormente realizar estudios
de los modos de accion de las sustancias activas sobre los procesos
metabolicos de los hongos.

Es importante, como en el estudio realizado por Mokbel y Hashinaga,
tomar en cuenta el uso de otro tipo de solventes apolares como la
acetona para la extraccidon de los concentrados para establecer su
efectividad y rendimiento y de igual manera es recomendable para
estudios posteriores investigar con otro tipo de plantas o frutos tropicales
del Ecuador.

Para obtener la mayor cantidad de compuestos activos en el extracto, es
necesario que la céscara del banano se encuentre en madurez
fisiolégica debido a que los compuestos fendlicos disminuyen su

concentracion mientras el fruto madura.

Es necesario imitar las condiciones de transporte como la temperatura,
la cual no debe ser menor a 12°C para evitar el guemado por frio y se
debera empacar los clusters con sus coronas totalmente secas. Para
comprobar la efectividad del extracto, es necesario que se evalué con
otro de tipo de hongos poscosecha como Fusarium sp. e incluso con

bacterias.



65

Para una determinacion objetiva del grado de inhibicién de los extractos,
es necesario que el porcentaje de solvente a utilizar en las pruebas in
vitro esté en una baja concentracion, asi el porcentaje de inhibicion sera

producido por las sustancias activas del extracto y no del solvente.

Al realizar la evaporacion de la humedad en los extractos debe
realizarse siempre con un liofilizador y no con un deshidratador, ya que
de esta forma se evitan pérdidas de sustancias activas en los
concentrados, a causa de la eliminacibn de agua por medio de la

sublimacién.
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ANEXO 1. Validacion de supuestos de los residuos

Normalidad
Para demostrar la normalidad de datos en un disefio se debe graficar como un
X-Y, si se observa que los residuos tienen una tendencia en linea recta, se
comprueba la normalidad del supuesto.

e Prueba de Shapiro-Wilks
Prueba basada en la comparacion de los cuartiles de la distribucién normal
ajustada a los datos.
Hy: Los datos proceden de una distribucién normal

H,: Los datos no proceden de una distribucion normal

Estadistico:

1 2 »
W= (n-1)s2 [Z§=1 ai(Xmn-i+1) — X(i)] (Ecuacion 9)

(Gutiérrez y De la Vara, 2008)
Donde;
S: es la varianza muestral
Homocedasticidad
Al graficar el supuesto de que todos los tratamientos tienen la misma varianza,
en Y;; va en el eje de las x y los residuos en eje de las y, si los datos se logran
distribuir aleatoriamente, se verifica la varianza constante.
o Prueba de Levene para homogeneidad de varianzas
Al probar la normalidad de los tratamientos, es necesario probar la varianza
mediante la hipoétesis:
Hy: 02= 62 =...= 6% = 0?2
Hy: 0f # of paraalgini #j (Ecuacién 10)
(Gutiérrez y De la Vara, 2008)
Siendo el estadistico:
X2 = 2,3026% (Ecuacion 11)
(Gutiérrez y De la Vara, 2008)

X2: sigue una distribucion ji-cuadrada con k-1 grados de libertad




ANEXO 2. ANOVA de comparacion de la densidad Optica para

Colletotrichum musae

Suma de Cuadrado
Fuente )
Cuadrados Medio
Tratamientos 16,0197 72 0,222495 1,49 0,0082
Intra Tratamientos 87,4701 584 0,149778
Total (Corr.) 103,49 656

ANEXO 3. Histograma de distribucion normal para Colletotrichum musae

Histograma para RESIDUOS
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ANEXO 4. ANOVA de comparacion de la densidad Optica para Botrytis

cinerea
Suma de Cuadrado
Fuente Raz6n-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 15,0079 7 2,14399 26,83 0,0000
Intra Tratamientos 4,71527 59 0,0799198

Total (Corr.) 19,7232 66




ANEXO 5. Histograma de distribucion normal para Botrytis cinerea

Histograma para RESIDUOS
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ANEXO 6. ANOVA de comparacion de la densidad Optica para Penicillium

digitatum
Sumade Cuadrado
Fuente Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 44,8835 7 6,41193 112,36 0,0000
Intra Tratamientos 3,30983 58 0,0570661
Total (Corr.) 48,1933 65

ANEXO 7. ANOVA de comparacion de la densidad éptica del extracto de

cascara madura sobre Botrytis cinerea

Suma de Cuadrado
Fuente Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 0,204735 5 0,040947 11,33 0,0000
Intra
0,16265 45 0,00361444

Tratamientos

Total (Corr.) 0,367385 50




ANEXO 8. ANOVA de extracto de cascara madura sobre Colletotrichum

musae
Suma de Cuadrado
I Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre
_ 0,251478 5 0,0502956 36,64 0,0000
Tratamientos
Intra
_ 0,0658884 48 0,00137268
Tratamientos
Total (Corr.) 0,317367 53

ANEXO 9. ANOVA de extracto de céascara madura sobre Penicillium

digitatum
Suma de Cuadrado
_ Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 3,84597 5 0,769194 35,32 0,0000
Intra
0,892817 41 0,021776

Tratamientos

Total (Corr.) 4,73879 46

ANEXO 10. Test de Friedman para ensayo in vivo. Tiempo de crecimiento

en el testigo

Tamafio de Rango )
_ Estadistico
Muestra Promedio
0-7 15 1,0 45,0444 9,05363E-10
8-14 15 2,0
15-21 15 3,5

22-28 15 3,5




ANEXO 11. Test de Friedman para ensayo in vivo. Tiempo de crecimiento

en el extracto

Tamarfo de Rango )
Estadistico Valor-P
Muestra Promedio
0-7 15 1,76667 25,9515 0,00000976324
8-14 15 2,03333
15-21 15 2,6
22-28 15 3,6

ANEXO 12. Test de Friedman para ensayo in vivo. Tiempo de crecimiento

en el fungicida

Tamafo de Rango Estadistico
Muestra Promedio
0-7 15 1,66667 36,757 5,17957E-8
8-14 15 2,0
15-21 15 2,43333
22-28 15 3,9

ANEXO 13. ANOVA de desarrollo de pudricién de corona para los

diferentes tratamientos

Sumade Cuadrado
I ) Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tratamientos 114,444 2 57,2222 10,04 0,0003
Intra
239,333 42 5,69841

Tratamientos

Total (Corr.) 353,778 44




