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Resumen

El manejo de antracnosis por Colletotrichum gloeosporioides es el problema méas importante en
poscosecha de frutos tropicales. La actividad antifingica de diferentes extractos vegetales fue evaluada
in vitro e in vivo para controlar la antracnosis poscosecha en papaya. Extractos de ajo (Allium sativum)
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(10 y 15 %) y canela (Cinnamomum zeylanicum) (0,0050; 0,0100; 0,0150 %) mostraron efecto
fungicida en contra de C. gloeosporioides para supresion de crecimiento micelial (100 %), inhibicion
de germinacion (100 %) y esporulacién del hongo (100 %), considerandose estos extractos como los
mas promisorios para inhibir el desarrollo del hongo in vitro. Estudios in vivo también revelaron que
los extracto de ajo (11,74 %) y canela a dosis de 0,0054 % aplicada antes y al mismo tiempo de la
inoculacién con C. gloeosporioides, fueron las dosis Optimas para el control (severidad) de la
antracnosis en frutos de papaya artificialmente inoculados, mientras que a mayores dosis la severidad
aumento. La variable fitotoxicidad arrojo resultados consistentes con lo anterior, comprobandose que al
aumentar las dosis de extracto de canela se presentd cambio de color en los frutos. Los resultados
sugieren la posibilidad de usar estos extractos a dosis adecuadas como biofungicidas para controlar
antracnosis en papaya en poscosecha.

Palabras claves: ajo, canela, crecimiento micelial, fungicidas, in vitro e in vivo, limén, neem.
Abstract

Management of anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides is the most important
issue for the tropical fruit postharvest. Antifungal activity of several plant extracts was evaluated in
vitro and in vivo for controlling postharvest anthracnose of papaya. Garlic (10 and 15 %) and cinnamon
(0,0050, 0,0100, 0,0150 %) extracts showed fungicidal effect against C. gloeosporioides in suppressing
the mycelial growth (100 %), and spore germination and sporulation inhibition (100 %), being these
extracts the most promising for inhibiting in vivo fungal growth. In vivo studies also revealed that garlic
extracts (11,74 %) and cinnamon (0,0054 %) were applied before and the same time of the inoculation
of C. gloeosporioides, these were optimal dose for anthracnose control (severity) on artificially
inoculated papaya fruits. Phytotoxicity variable showed results consistent with the above, and found
that increasing the dose of cinnamon extract was color change on the fruits. These results suggest the
possibility of using these extracts in suitable doses as biofungicides for control postharvest papaya
anthracnose.

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

INTRODUCCION

El fruto de papaya (Carica papaya) es
muy susceptible a diversas enfermedades
ocasionadas por hongos durante la poscosecha
como son Cladosporium sp., Fusarium sp.,
Alternaria sp., Rhizopus sp. (Cappellini, 1988;
Vasquez-Lopez et al., 2012), Phomopsis sp.,
Botriodiplodia y Colletotrichum
gloeosporioides, siendo este el mas importante
ocasionando elevadas pérdidas que han sido
informadas desde un 1 % hasta un 93 % (Paull

etal., 1997).
En México, el control de la antracnosis
causada por Colletotrichum gloeosporioides se

logra a través de fungicidas (Benomilo y
Tiabendazol) (Sanders et al., 2000; Tavares y
de Souza, 2005; Liberato y Tatagiba, 2001). El
uso continuo de estos compuestos trae consigo
el desarrollo de resistencia en algunos
microorganismos, por lo que se vuelven
obsoletos, tal es el caso de Benomilo (Liberato
y Tatagiba, 2001) y Tiabendazol (Gutiérrez-
Alonso, J. G. et al., 2003; Gutiérrez-Alonso, O.



y Gutiérrez-Alonso, J. G. 2003) que ya no
presenta efectividad o es muy baja en el control
del hongo Colletotrichum gloeosporioides.
Ademas, el uso de estos agentes en poscosecha
se ha visto restringido debido a la posibilidad
de que los seres humanos estén sometidos a una
exposicion directa a estos compuestos quimicos
y a los riesgos que esto implica (Tripathi y
Dubey, 2004). Por otro lado, el consumo de
frutas frescas se ha incrementado debido al
conocimiento publico de que éstas contienen
una gran cantidad de nutrimentos que ayudan a
mantener la salud en los seres humanos
(Spadaro y Gullino, 2004). Debido a lo anterior
es necesario contar con alternativas que
permitan reducir la cantidad de compuestos
fungicidas que se aplican a las frutas en
poscosecha.

Las alternativas de control para
Colletotrichum gloeosporioides y otras especies
son variadas. Entre las principales se
encuentran el uso de aire caliente (Coates et al.,
1993), tratamientos hidrotérmicos (Prusky et
al., 1999), atmosferas modificadas (Karabulut y
Baykal, 2004), luz ultravioleta (Stevens et al.,
1997), microorganismos como agentes de
control bioldgico (Janisiewicz y Korsten, 2002;
Spadaro y Gullino, 2004) y extractos de plantas
(Bautista-Bafios et al., 2003).

Una de las alternativas que se han
estudiado con resultados prometedores, se basa
en el hecho que las plantas elaboran
metabolitos secundarios, con la finalidad de
disminuir el ataque de paréasitos y depredadores
naturales, muchos de estos compuestos se
caracterizan por ser inocuos para el ser humano,
y se consideran como ‘“fungicidas naturales”
(Hopkins, 1999).

El objetivo del presente trabajo fue
determinar la actividad antifingica in vitro e in
vivo de diferentes extractos vegetales como
control de Colletotrichum gloeosporioides en
frutos de papaya en poscosecha.
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MATERIALES Y METODOS
Origen de los aislamientos

Se seleccionaron frutos de papaya
(Carica papaya) en etapa de madurez de
consumo, con uniformidad en apariencia y
tamafio, con sintomas de ‘antracnosis”
provenientes de Oaxaca y Veracruz; 2 de los
estados con las mayores producciones a nivel
nacional de esta especie vegetal (SIAP, 2011);
estos fueron obtenidos de la Central de Abasto
de la Ciudad de México. Los frutos fueron
procesados en el Laboratorio de Enfermedades
de Frutos en Postcosecha del Colegio de
Postgraduados.

Aislamientos, identificacién y prueba
de patogenicidad de  Colletotrichum
gloeosporioides

Una vez en el laboratorio, se tomaron
fragmentos del tejido enfermo de un tamafio
aproximado de 5 x 5 mm, tratando de
involucrar tejido infectado (20 %) y tejido sano
(80 %); posterior a esto se sembraron en cajas
de Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA) y se
incubaron a temperatura ambiental (26 + 2 °C)
durante 10 dias. Posteriormente, una porcion de
tejido micelial se transfirio a otra caja de Petri
con PDA con la finalidad de obtener cepas
puras esporuladas. Una vez confirmada la
identidad de C. gloeosporioides, usando claves
taxonomicas para identificacion de hongos de
Sutton (1980) se obtuvieron 7 cepas
plurispéricas (PVC16, PVC20, PVC28, PVC36,
OC5, OC8 y OC14). Artificialmente se
inocularon frutos sanos de papaya, a las heridas
de 2 mm de didmetro x 2 mm de profundidad
causadas por mondadientes de madera
previamente esterilizados, se les agregaron 20
uL de esporas del patdbgeno a concentracion de
1x10°% lo anterior para reproducir la
sintomatologia y realizar nuevamente el
aislamiento, con el fin de corroborar la
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patogenicidad de C. gloeosporioides segun los
Postulados de Koch (Agrios, 1995). Junto a este
procedimiento se agregaron frutos testigos, a
los cuales se les colocé PDA sin el hongo. Con
la finalidad de evitar pérdida de patogenicidad
del organismo se mantuvo una cepa madre, de
la cual se obtuvo el micelio para inocular frutos
sanos de papaya y hacer reaislamientos los
cuales fueron empleados para los bioensayos.
Ademés del uso de claves morfoldgicas, la
identificacion del patégeno se confirmo
mediante analisis moleculares.

El método de extraccion se adecud de
acuerdo a lo descrito por Doyle y Doyle (1990).
Para la amplificacion de la extraccion por PCR
(‘Polymerase Chain Reaction’), las regiones
ITS-5,8s fueron amplificadas con los
iniciadores universales ITS2 e ITS5. Las
reacciones de PCR se realizaron en volimenes
de reaccion de 25 uL. La amplificacion se llevo
a cabo en un termociclador C-1000 Touch™
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
con el siguiente programa: 4 min a 95 °C,
seguido de 35 ciclos de 1 min a 95 °C, 2 min a
52 °C, 1 mina 72 °C, y por ultimo 10 min a 70
°C. Los productos de PCR obtenidos se
observaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio
(0,2 png/uL); los resultados observados se
documentaron a través de fotografias para
posteriormente ser analizados. La
secuenciacion del ADN se realizd con 2
iniciadores (ITS2 e ITS5) en ambas direcciones
para asegurarse de que no habia lectura errénea.
Los productos de PCR fueron purificados y
secuenciados por el Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental
(LAMBAMA) del Instituto Potosino de
Investigacion  Cientifica 'y  Tecnoldgica
(IPICYT), México. Las secuencias se
compararon con las registradas en la base de
datos GenBank® (National Institutes of Health
(NIH), Bethesda, MD, USA).

Obtencién de extractos vegetales
crudos

Las diferentes especies vegetales
empleadas para los procedimientos de
extraccion fueron recolectadas de diversos
lugares. Las hojas y frutos de limon (Citrus
lemon (L.) Burm. f.) fueron proporcionados por
una huerta ubicada en el Municipio de
Tecomén, Colima, por otro lado, el ajo (Allium
sativum L.) al igual que la corteza de canela
(Cinnamomum zeylanicum) se obtuvieron del
Mercado San Antonio, del Municipio de
Texcoco, Estado de México. Por ultimo, el
polvo de neem (Azadirachta indica) fue
proporcionado  por el Laboratorio de
Entomologia del Colegio de Postgraduados en
el Estado de México.

Extracto de ajo (Allium sativum L.)

Semillas de ajo (600 g) se colocaron en
600 mL de etanol al 99 %. Se licud hasta que
estuvo totalmente licuado, se permitié un
reposo de 24 horas, y se filtr6 a traves de un
paiio de tela previamente esterilizado.
Posteriormente se concentrd bajo flama directa
hasta que todo el etanol fue evaporado (6
horas). El extracto asi obtenido se resuspendid
en 200 mL de agua destilada estéril (Wagner y
Bladt, 1996).

Extracto de hojas, semillas y céscara
de limon (Citrus lemon (L.) Burm. f.)

Se recolectaron hojas y frutos de limon,
de estos ultimos se utilizaron las semillas y la
cascara. Las semillas al igual que la céscara
fueron lavadas con agua corriente hasta
eliminar impurezas y residuos. Se pesaron por
separado las semillas (30 g de 3 kg de frutos de
limon) y la cascara (365 g de 3 kg de frutos de
limén). Las primeras fueron maceradas Yy
colocadas en un frasco de vidrio,
posteriormente se agregd éter de petroleo de tal



manera que cubriera a las mismas; se dejo en
reposo durante 3 dias. Pasado este tiempo el
extracto fue filtrado, se dejo evaporar el
solvente, para lo cual fue necesario mantenerlo
bajo agitacion, se llevo a sequedad el extracto,
resuspendiéndolo en 250 mL de agua con
Tween 20®, considerandose lo anterior como el
extracto al 100 %. Lo anterior se guard6 en
refrigeracion a 10 °C para su posterior uso en
los bioensayos (Manici et al., 1997). Para
obtener los extractos de cascara y hojas de
limén se repiti6 todo el procedimiento a
excepcion de la maceracion.

Extracto de canela (Cinnamomum
zeylanicum)

Se pesaron 50 g de corteza de canela,
que se mezclo con 200 mL de agua destilada.
Esto fue calentado a 100 °C por 2 h. Para
extraer el aceite esencial de la fase acuosa se
emplearon 200 mL de éter de petroleo 3 veces.
Posteriormente se concentré6 a temperatura
ambiental (26 £ 2 °C). El extracto volatil
resultante se mantuvo a 10 °C hasta su uso para
los bioensayos (Wang et al., 2009).

Extracto de neem (Azadirachta indica)

Para realizar la extraccion se empleo
metanol. Polvo de semilla de neem se coloco en
un frasco al cual previamente se le vaciaron 600
mL de metanol y se dejé en reposo durante 48
h. La mezcla obtenida fue filtrada usando un
pafio de algodon previamente esterilizado. El
filtrado se concentr6 por agitacion a
temperatura ambiental (26 + 2 °C), para lograr
una mezcla homogeénea se resuspendio en agua
destilada  estéril con Tween 20®,
consideradndose lo anterior como el extracto al
100 % (Kosma et al., 2011).

Control de C. gloeosporioides in vitro
utilizando extractos vegetales
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Se prepar6 medio de cultivo (PDA), el
cual se mezclé antes de su solidificacion con
cada una de las concentraciones ensayadas de
los diferentes extractos vegetales (en 100 mL
de PDA se agregd el porcentaje
correspondiente) (Cuadro 1) y se vacio en cajas
de Petri marcadas con anterioridad. En cada
placa se coloco en el centro de la misma un
disco de PDA con micelio de cada una de las
cepas recolectadas de C. gloeosporioides de 5
mm de didmetro. En total se utilizaron 23
tratamientos (Cuadro 1); cada uno const6 de 3
repeticiones. EIl testigo quimico para esta
prueba fue Imazalil, el cual se preparé a 500

ppm.

Crecimiento micelial

Se midi6 cada 24 h el didmetro
ecuatorial (en mm) en las cajas Petri con PDA
en el cual los hongos crecieron, para ello se usé
un vernier digital hasta que en el testigo
absoluto cubrié totalmente la superficie del
medio de cultivo.

Germinacion de esporas

Para determinar el efecto de los
extractos sobre la capacidad de las esporas para
germinar se utilizaron recipientes translucidos
con capacidad de 300 pL y se colocaron 150 pL
de medio de cultivo PDA. Antes de que el
medio de cultivo solidificara se mezcl6 con la
cantidad necesaria de extractos vegetales hasta
lograr concentraciones indicadas en el Cuadro
1. Posteriormente se colocaron 20 pL de una
suspension previamente preparada a
concentracion de 1x10° esporas por mL (20.000
esporas). Se evalué la germinacion a las 5, 10 y
15 h (datos son adimensionales, ya que fueron
obtenidos del analisis del area bajo la curva del
progreso del porcentaje de germinacion)
empleando un microscopio compuesto AO®
MicroStar®, 1130 (American Optical Scientific
Instruments, Buffalo, NY, USA - Reichert™,
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Cuadro 1.- Tratamientos con los diferentes extractos vegetales crudos sobre
C. gloeosporioides en papaya en poscosecha.

Tratamiento Especie vegetal Organo Concentracion (%)

1 Semilla 5

2 Allium sativum Semilla 10

3 Semilla 15

4 Semilla 5

5 Semilla 10

6 Semilla 15

7 Hoja 5

8 Citrus lemon Hoja 10

9 Hoja 15
10 Céscara 5
11 Cascara 10
12 Cascara 15
13 Corteza 0,0005
14 Corteza 0,0015
15 ) ) Corteza 0,0025
16 Cinnamomum zeylanicum Corteza 0,0050
17 Corteza 0,0100
18 Corteza 0,0150
19 Semilla 0,0300
20 Azadirachta indica Semilla 0,0624
21 Semilla 0,1200
22 Testigo absoluto - 0
23 Testigo quimico (PDA + Imazalil) - 500 ppm

Inc., Depew, NY, USA) (Gutiérrez-Alonso,
2001). Una espora fue considerada germinada
cuando el largo de su tubo germinativo alcanzé
la mitad del diametro de la espora (Plascencia-
Jatomea et al., 2003).

Esporulacién

A los 10 dias, cuando el hongo logré su
esporulaciéon  total se  determind la

concentracion de conidios. Para recolectarlos,
cada caja de Petri con los diferentes
tratamientos, fueron enjuagadas con agua
destilada estéril, la superficie fue raspada con
una varilla de vidrio y filtrada a traves de una
malla de algoddn estéril. Alicuotas de 0,5 mL
de cada suspension con conidios fueron
transferidas a una cdmara de Newbauer para
realizar el recuento de los conidios (datos
presentados son dados en medias de nameros
de esporas).



Control de C. gloeosporioides in vivo
en frutos de papaya utilizando extractos
crudos vegetales

Se utilizaron frutos de papaya (variedad
Maradol) los cuales se conservaron bajo
condiciones de laboratorio; estos fueron
obtenidos de un productor con un manejo
adecuado del cultivo en el Estado de Oaxaca,
México. Se seleccionaron frutos sanos sin
dafos fisicos o signos y sintomas aparentes de
la enfermedad. De las 7 cepas obtenidas se
selecciond la mas patogénica para llevar a cabo
las pruebas (OC14); la seleccion se realizd
obteniendo después de previa prueba gque todos
los aislamientos presentaron un desarrollo
morfoldgico similar, ademas de que en pruebas
in vitro todos mostraron resistencia a Benomilo.

Cada fruto fue desinfestado con
hipoclorito de sodio al 2 % durante 3 minutos,
frotandolos suavemente para evitar dafar el
exocarpio; posteriormente se enjuagaron con
agua destilada estéril y se dejaron secar a
temperatura ambiental sobre papel secante. De
manera paralela se prepard una soluciéon de
esporas de C. gloeosporioides a concentracién
de 1x10° y extractos de canela a 0,00264;
0,0054; 0,012; 0,020 y 0,030 %, asimismo se
prepararon las dosis para los extractos de ajo
(5,87; 11,74; 17,61; 23,48 y 29,35 %).

Las diferentes concentraciones de
extractos de canela ensayadas fueron asperjadas
sobre 15 frutos (cinco concentraciones con tres
repeticiones) 24 h antes de la inoculacion con
C. gloeosporioides, al mismo tiempo que la
inoculacion 'y 24 horas después de la
inoculacion, tres blogques fueron formados con
15 frutos cada uno. La combinacion de los
diferentes tiempos transcurridos entre la
aplicacion del extracto a diferentes dosis y la
inoculacién generd 15 tratamientos, un testigo
quimico y uno absoluto.

La inoculacion se realizd haciendo
heridas sobre el exocarpio de los frutos con
palillos de madera estéril de 2 mm de profundi-
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dad, sobre dicha herida se coloco con
micropipeta una suspension de esporas
previamente preparada a concentracion de
1x10° conidios/mL. El efecto de los extractos
fue comparado con el efecto de un fungicida
comercial (Imazalil). Posteriormente los frutos
se colocaron en camara humeda (recipientes
plasticos cubiertos con bolsas del mismo
material, para evitar la pérdida de humedad) a
temperatura de 26 = 2 °C. Las variables fueron
medidas cada 24 h.

Severidad

La severidad del dafio ocasionado por la
antracnosis en la superficie de los frutos se
midié diariamente por medio del diametro de la
lesion caracteristica de antracnosis (datos
analizados arrojaron valores en unidades
adimensionales debido a que se aplico el area
bajo la curva del progreso de la enfermedad), a
partir del punto de inoculacion.

Fitotoxicidad

Se determind mediante los cambios de
color en los frutos tratados en relacion con los
testigos, para lo cual se utilizaron imagenes
digitales de los frutos tratados con extractos
vegetales. Para la digitalizacion se utilizd una
camara Kodak EasyShare Z712 IS de 7,1
megapixeles (Eastman Kodak Company,
Rochester, NY, USA). Las fotografias se
tomaron en tamafio de 1024 x 768 pixeles a
distancia de 1 metro, iluminadas con una
lampara fluorescente de 20 w. El angulo entre
la lente de la camara y la fuente de la
iluminacién fue de aproximadamente 45°. La
apertura del diafragma utilizada fue /2,8 y la
velocidad del obturador de 1/30 s manteniendo
estos parametros constantes. Las imagenes
fueron guardadas en un formato tipo JPEG. Se
obtuvieron las medias de RGB (red, green,
blue), que en conjunto conforman el color real
del fruto de papaya, mediante el software
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Adobe® Photoshop® CS5, actualizacion 12.0.4
(Adobe System Incorporated, San Jose,
California, USA) que fueron analizadas
estadisticamente. Los valores méas cercanos a
los obtenidos para el testigo absoluto
correspondieron a la coloracion normalmente
exigida en los mercados para la especie y
variedad. Se analizaron imagenes de 40 x 40
pixeles por cada tratamiento (Luquez-Bibiloni y
Aguilera-Radic, 2005).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a
pruebas de normalidad (Shapiro Wilk) vy
homostacidad (Barret), los datos que no
cumplieron con estos supuestos (esporulacién)
fueron transformados mediante la formula x =
y¥2. donde x = dato transformado, y =
concentracion de esporas. Para facilitar la
interpretacion de los resultados, éstos se
mostraron en sus valores reales (sin
transformar). De igual manera se realizaron
andlisis de varianza y pruebas de separacion
multiple de medias (Tukey, a = 0,05) asi como
analisis de regresion lineal para determinar la
concentracion (in vitro) y dosis (in vivo) letal
50 (CLsp) con la ayuda de comando Solver de
Microsoft® Office Excel, version 2007
(Microsoft® Corporation, Redmond, WA,
USA). Se calcul6 la curva del progreso de la
enfermedad por medio del método de los
poligonos, y las areas resultantes fueron
sometidas a analisis de varianza y a pruebas de
separacion de medias mediante el programa
Statistical Analysis System, version 9 para
Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Pruebas in vitro
Efecto de los extractos de ajo y limon

Con relacién al crecimiento micelial de

las cepas de Veracruz y de Oaxaca se
observaron diferencias estadisticas altamente
significativas entre los aislamientos donde se
empled extracto de ajo (p < 0,0001), y a
excepcion del tratamiento al 5 % en todos los
demas no hubo desarrollo de micelio. Los
tratamientos en donde se utilizaron los extractos
con algun drgano o parte de limon también
presentaron diferencias estadisticas altamente
significativas (p < 0,0001), pero hubo
desarrollo del hongo; en general, las
concentraciones mas altas correspondieron con
un menor crecimiento micelial—para estos
extractos (Cuadro 2). El ajo en concentraciones
de 10 y 15 % igual6 el efecto del testigo
quimico en la concentracion utilizada (500
ppm). La DLso mas baja (2,37 %) correspondid
al ajo, mientras que la méas alta (18,4 %) fue
para los tratamientos con hoja de limén. Debido
a que en los tratamientos con semilla de limén
no hubo diferencias estadisticas significativas
(p > 0,05) no se pudo determinar la DLs.
Bafios-Guevara et al. (2004) realizaron
un estudio similar, en donde se emplearon 17
diferentes extractos vegetales, dentro de ellos,
ajo, con el cual se mostré una inhibicion del
crecimiento micelial de C. gloeosporioides de
54,34 %, seguido por la hierba santa (Piper
auritum) con un 48,82 %. Asimismo, Bosquez-
Molina et al. (2010), con extracto de tomillo y
limén mexicano sobre C. gloeosporioides y
Rhizopus stolonifer en papaya, obtuvieron los
mejores resultados con el primero, ya que a una
concentracion de 0,06 % no se presentd
crecimiento micelial, mientras que con aceite
de limén mexicano se requirio de 0,085 % para
lograr el mismo resultado. En el presente
trabajo ni aun a la mayor concentracién (15 %)
se logro inhibir completamente el crecimiento
micelial, obteniéndose una DLs de 16,34 %.
Los aislamientos de C. gloeosporioides
provenientes de los estados de Veracruz y
Oaxaca mostraron valores de germinacion
diferentes en funcion de las concentraciones
evaluadas; en las de 10 y 15 % el extracto de
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ajo inhibié por completo la germinacion de las
esporas, seguida, en efectividad, por 5 % para
el mismo extracto (p < 0,0001). En relacién al
limén, para cascara las concentraciones
mayores correspondieron con una menor
germinacion (Cuadro 2).

Por otro lado, respecto a la esporulacion
de los aislamientos, hubo diferencias
estadisticas altamente significativas (p <
0,0001) entre tratamientos para las diferentes
concentraciones de extracto de ajo,
presentdndose la menor esporulacion a
concentraciones de 10 y 15 %. Para el caso del
limdn, las concentraciones de extractos de las
distintas partes u Organos no produjeron un
efecto significativo (p > 0,05).

La actividad inhibitoria de compuestos
de ajo ha sido ampliamente investigada.
Benkeblia (2004), encontrd que el ajo tiene un
efecto inhibitorio antifingico muy marcado a
medida que se aumentan las concentraciones
(50 mL-500 mL/1000 mL) sobre Penicillium
cyclopium y Fusarium oxysporum. Kyung et
al. (2002) también informaron que la alicina,
compuesto azufrado del extracto de ajo mostrd
actividad  antibacterial en contra de
Staphylococcus aureus B33.

Efecto del extracto de canela

Para los tratamientos in vitro con canela,
se  presentaron  diferencias  estadisticas
altamente significativas (p < 0,0001). En las
concentraciones desde 0,0050 hasta 0,0150 %
no se observé crecimiento del hongo igualando
lo anterior al testigo quimico; mientras que el
mayor desarrollo fue para la concentracion de
0,0005 %. Caso similar fue para la variable
esporulacién, en donde la diferencia estadistica
significativa marcé el mayor nimero de esporas
para la concentracion de 0,0005 % y la menor
para los tratamientos de 0,0050; 0,0100 y
0,0150 % al igual que el testigo quimico
(Cuadro 3). Los resultados en un estudio
realizado por Magbool et al. (2011) fueron

similares, al encontrarse que con la aplicacion
de aceite de canela a concentracion de 0,4 % no
se presentd crecimiento micelial de C.
gloeosporioides y C. musae, comparado con
goma ardbiga y aceite de limoncillo
(Cymbopogon citratus). Asimismo, encontraron
que la germinacion de C. gloeosporioides fue
inhibida en un 49,5 % con aceite de canela al
0,4 %, mientras que cuando estuvo combinado
con goma arébiga la inhibicion fue del 85 %.
Este efecto inhibitorio pudo estar relacionado
con el componente eugenol, que se encuentra
en mayor porcentaje en esta especie (81,2 %)
(Combrinck et al., 2011). Por su parte, otro
autor encontr6 este componente en un
porcentaje de 74,92 % (Tzortzakis, 2009). El
cinamaldehido también es considerado como
uno de los componentes de la canela con
actividad antifangica, por ejemplo, Sivakumar
et al. (2002) demostraron que este compuesto a
30 ppm inhibié la germinacion conidial y el
crecimiento  micelial de  Botryodiplodia
theobromae, C.  gloeosporioides y
Gliocephalotrichum microchlamydosporum.

Efecto del extracto de semillas de
neem

Los tratamientos en los que se evalud el
extracto de neem resultaron en diferencias
estadisticas altamente significativas (p <
0,0001) con respecto a los controles.
Encontrandose el menor valor cuando se
empled la concentracion de 0,0300 % para
crecimiento micelial y 0,1200 % para
germinacion, con respecto a las demas
concentraciones las cuales fueron mayores
(Cuadro 4). La esporulacion no fue posible
llevarla a cabo debido a que los tratamientos
con este extracto no lograron purificarse por lo
que estaban contaminados con bacterias dando
como resultado que estos no esporularan. Los
resultados anteriores discreparon de los
encontrados por Amadioha (2000), quien
mencion0d que extracto de semillas de neem
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Cuadro 3.- Evaluacion para crecimiento micelial, germinacion y esporulacion de la cepa maés
patogenica seleccionada de Colletotrichum gloeosporioides (OC14) al aplicar extracto de
canela para su control.’

Pardmetros Crecimiento micelial* Germinacion* Esporulacion**
0,0005 (%) 75,3183 ° 10,45 ° 6,87 °
0,0015 (%) 62,1867 © 20,698 5,2234 ¢
0,0025 (%) 46,0050 ¢ 0° 5,768 ¢
0,0050 (%) 0¢ 0°¢ 0°
0,0100 (%) 0° 0°¢ 0°
0,0150 (%) 0° 0°¢ 0°
Testigo quimico (500 ppm) 0° 0° 0°
Testigo absoluto 163,415° 150,46 ° 10,16 °
p-valor <0,0001 < 0,0001 <0,0001
R? 0,99 0,82 0,87
DLs 0,00264 %

" Letras iguales en superindices de una misma columna indican que no hubo diferencias estadisticas
significativas (Tukey > 0,05).

* Valores son adimensionales, ya que fueron obtenidos de un analisis de varianza del area ba)'o la curva.

** \/alores son la media del nimero de conidios (fueron transformados con la férmula x = y*2).

Cuadro 4. Evaluacion para crecimiento micelial, germinacion y esporulacion de diferentes cepas de C.
gloeosporioides al aplicar extracto de neem para su control.

Parametros Crecimiento micelial* Germinacion* Esporulacion
Veracruz
0,0300 (%) 99,59 ° 58,667 ° -
0,0624 (%) 137,28° 66,333 " -
0,1200 (%) 124,26 ° 56,333 ° -
Testigo quimico (500 ppm) 0° 0° -
Testigo absoluto 218,452 134,333 °
p- valor <0,0001 <0,0001
R® 0,85 0,94
DLs 0,0996 %
Oaxaca
0,0300 (%) 91,3° 70,567 ° -
0,0624 (%) 112,4° 66,54 ° -
0,1200 (%) 98,5"° 52,945 ° -
Testigo quimico (500 ppm) 0° 0° -
Testigo absoluto 194,52 206,87 ¢
p-valor < 0,0001 <0,0001
R? 0,9 0,96
DLso 0,1006 %

" Letras iguales en superindices de una misma columna indican que no hubo diferencias estadisticas
significativas (Tukey > 0,05).
* Valores son adimensionales, ya que fueron obtenidos de un analisis de varianza del area bajo la curva.
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inhibio el crecimiento del patdgeno Pyricularia
oryzae en medio de cultivo, reduciendo el
crecimiento radial en un 83,6 %, siendo
comparable a un  testigo  comercial
(Carbendazim 0,1 %); también difirieron de los
obtenidos por Niaz et al. (2008) y Wang et al.
(2010); esta diferencia en los resultados podria
atribuirse a los diferentes métodos de
extraccion. Por ejemplo, diferentes solventes
usados para la extraccién pueden resultar en
diferentes niveles de actividad antifungica in
vitro, como también, los extractos crudos de
distintas especies de plantas pueden exhibir
diferentes niveles de actividad en contra de C.
gloeosporioides (Bussaman et al., 2012).
Incluso extractos de semillas de neem
recolectadas de distintas localidades pueden
presentar diferentes propiedades antifungicas
(Niaz et al., 2008).

Pruebas in vivo
Severidad y fitotoxicidad

Las pruebas in vivo para el extracto de
ajo en relacion a la severidad, mostraron
diferencias estadisticas altamente significativas
entre tratamientos (p = 0,0012). La
concentracion de 11,74 % arrojé el menor
desarrollo del hongo en la herida en los frutos,
mejorando el resultado obtenido con el testigo
quimico, mientras que para los demas
tratamientos se obtuvo un grupo homogéneo
(Cuadro 5).

De manera contrastante al
comportamiento in vitro, las dosis mas altas de
extracto de ajo no mostraron un mayor control
sobre C. gloeosporioides, por el contrario, la
severidad se increment6 con dosis més altas. Lo
anterior podria deberse a un posible fenémeno
de toxicidad en el fruto que tendria como
consecuencia el incremento de la severidad de
la enfermedad, lo cual es consistente con el
trabajo de Zoffoli et al. (2008), que sefialan la
aparicion de un desorden en frutos de uva

tratados con compuestos azufrados. En los
frutos de ajo se han encontrado compuestos que
contienen azufre (Ichikawa et al., 2006), por lo
cual es posible que estos causen eventualmente
alguna fitotoxicidad a dosis elevadas. Sin
embargo, dicho fendémeno no se manifesto en el
color del fruto (Cuadro 6) ni se ha sefialado en
la produccion de gas etileno, maduracion o
firmeza que se han publicado en trabajos
similares (Bafos-Guevara et al., 2004), por lo
cual es necesario estudiar los cambios
bioquimicos que sufre el fruto después de la
aplicacion de extractos de ajo.

Los datos de severidad en los frutos
tratados con extractos de canela mostraron
diferencias estadisticas altamente significativas
entre tratamientos (p < 0,0001). El menor
promedio de severidad se observo en el tiempo
2 (aplicacidon de canela e inoculacién de esporas
de C. gloeosporioides al mismo tiempo) con la
dosis 0,0054 % (T2ps4), asi como en el tiempo
1 (aplicacion de canela 24 h antes de la
inoculacion de esporas de C. gloeosporioides)
con la dosis 0,012 % (T1p120), mientras que la
media de severidad mas grande fue para el
tratamiento de tiempo 3 (aplicacion de canela
24 h después de la inoculacion de esporas C.
gloeosporioides) con una dosis de 0,030 %
(T3p300), superando al testigo absoluto (Cuadro
5).

El fendmeno anterior indicé que la
efectividad de los extractos de canela se
incrementa si estos son aplicados antes de la
llegada de las esporas a la superficie del fruto.
La dosis de 0,020 y 0,030 % mostraron los
valores de severidad mas altos, y en estas
mismas dosis también se pudo apreciar una
alteracion en los valores medios de RGB
(Cuadro 6), lo cual indicdé que esas dosis
podrian tener un efecto perjudicial sobre la
fisiologia del fruto ocasionando un incremento
en la severidad de la enfermedad, lo cual se vio
soportado por las diferencias de color
observadas en los frutos tratados con esas
mismas dosis.



Cuadro 5. Evaluacion de la variable severidad
de antracnosis al aplicar  diferentes
concentraciones de extractos de ajo y canela
para su control.’
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Cuadro 6.- Evaluacion de la variable
fitotoxicidad a los extractos de ajo y canela
aplicados para el control de C. gloeosporioides
en frutos de papaya en poscosecha.

Extracto Parametros Media de RGB*
5,87 (%) 43,80 °
11,74 (%) 88,49 °
17,61 (%) 89,10
23,48 (%) 75,15
Ajo 29,35 (%) 80,80
Testigo quimico 84,50 °
Testigo absoluto 93,35°
p-valor 0,3378
R® 0,44
0,00264 (%) 138,788 2
0,0054 (%) 137,284
0,012 (%) 128,879 ¢
0,020 (%) 132,281 "
Canela 0,030 (%) 111,903°¢
Testigo quimico 133,450
Testigo absoluto 134,287 "
p-valor <0,0001
R’ 0,80

Extracto Parametros Severidad*
5,87 (%) 55,85 °
11,74 (%) 11,29°
17,61 (%) 57,41°
23,48 (%) 44,57 °
Ajo 29,35 (%) 51,85 °
Testigo quimico 52,83°
Testigo absoluto 52,67 %
p-valor 0,0012
R? 0,79
Tlpgs 16,119 ™
Tlpss 12,386 ¢
T1pi2o 8,950 ¢
T1p200 14,359 ™
T1psoo 20,598 oed
T202 40,161 P
T2054 1,350 ¢
T20120 18,893 '
T2b200 47,131 P
Canela T2b300 23,990 "oede
T3b2 40,451 P
T3ps4 41,094 Ped
T3b120 41,403 P
T3b200 43,904 P
T3b300 67,989 °
Testigo quimico 36,463 ™
Testigo absoluto 48,555 ™
p-valor <0,0001
R? 0,83

" Letras iguales en superindices indican que no hubo
diferencias estadisticas significativas (Tukey >
0,05).

* Valores son adimensionales, ya que fueron
obtenidos de un analisis de varianza del area bajo la
curva.

T1 = aplicacion de canela 24 h antes de la
inoculacion de esporas de C. gloeosporioides. T2 =
aplicacién de canela e inoculacion de esporas de C.
gloeosporioides al mismo tiempo. T3 = aplicacion
de canela 24 h después de la inoculacion de esporas
C. gloeosporioides.

T Letras iguales en superindices indican que no
hubo diferencias estadisticas significativas (Tukey
> 0,05).

* Los valores mas cercanos a los obtenidos para el
testigo absoluto corresponden a la coloracion
normalmente exigida en los mercados para la
especie y variedad, mientras que los mas alejados
podrian indicar fitotoxicidad.

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

Los extractos ensayados mostraron
efectividad en contra del patdgeno en los
analisis in vitro. Sin embargo, en los resultados
in vivo dosis elevadas mostraron un incremento
en la severidad de la enfermedad. Se observo
que a dosis adecuadas, el uso de extractos de
ajo y canela son una alternativa viable para el
control de Colletotrichum gloeosporioides en
frutos de papaya en poscosecha.
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