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Resumen Abstract
En este estudio se evaluo el efecto antifingico de los his study evaluated the antifungal effect of essential oils
aceites esenciales de hojas y pericarpio de Citrus sinensis obtained from Citrus sinensis (orange) and Citrus nobilis

(Naranja) y Citrus nobilis (Mandarina) sobre el crecimiento  (mandarine) leaves and pericarp on the growth of fungi
de los hongos Rhizopus stolonifer 'y Colletotrichum  (Rhizopus stolonifer and Colletotrichum gloeosporioides)
gloeosporioides aislados de papaya Maradol. Se aplico un isolated from papaya Maradol. A statistical analysis with
analisis estadistico con un arreglo factorial de bloques A(2) a factorial block arrangement A(2)xB(2)xC(3) with two
xB(2)xC(3) con 2 repeticiones considerando como Factor A:  repetitions was made, considering: Factor A: essential oils
Aceites esenciales (Citrus sinensis y Citrus nobilis), Factor B:  (Citrus sinensis and Citrus nobilis), Factor B: essential
Origen de los aceites esenciales (hojas y pericarpio), Factor  oil source (leaves and pericarp), Factor C: Concentrations
C: Concentraciones (1%, 2% y 4%); se evaluo durante siete (1%, 2% y 4%). During seven days fungi radial growth was
dias el crecimiento radial de los hongos y posteriormente  evaluated, and after this spore counting was carried out in
se realizo el conteo de esporas en la cdmara de Neubauer. the Neubauer chamber (haemocytometer). For data analysis
Para el analisis de datos se empled el paquete estadistico  StatGraphics was used and for determining the treatments’
StatGraphics; para la separacion de medias de los niveles de  level means, significance Tukey test (p<0.05) was made.
los tratamientos se realizo la prueba de significacion Tukey The best results inhibiting radial growth, and spores were:
(p<0.05). Los mejores resultados, tanto para la inhibicion de  essential oil from Citrus sinensis (a0), obtained from the
crecimiento radial, como de esporas fueron el aceite esencial  leaves (b0) with 4% oil concentration in the solution used (c2)
de Citrus sinensis (a0), obtenido de las hojas (b0) y con 4%  in the microorganisms Rhizopus stolonifer and Colletorichum
de concentracion de aceite en la solucion empleada (c2) en  gloeosporioides.
los dos microorganismos aplicados: Rhizopus stolonifer y
Colletorichum gloeosporioides. Key words: essential oils, fungi, papaya, radial inhibition,
spores.
Palabras clave: aceites esenciales, hongos, papaya, inhibicion
radial, esporas.
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Introduccion

Las frutas tropicales como la papaya tiene gran importancia
economica por su alto valor nutritivo, propiedades
sensoriales y medicinales, caracteristicas que han contribuido
a incrementar su cultivo, siendo una fruta susceptible al
manejo postcosecha, requiere cuidados para evitar pérdidas y
mermas de un alto costo econdmico (Suarez et al., 2013). Su
valor nutritivo comprende un adecuado balance de compuestos
organicos ¢ inorganicos tales como carbohidratos, vitaminas
A, B, C, K, 4cido folico y minerales como el calcio, fosforo,
magnesio, hierro, sodio, potasio, entre otros (Rodriguez y
Veneros, 2011).

Después de cosechados, los frutos pasan por una serie
de transformaciones endogenas resultantes del metabolismo
celular, el aumento de los aziicares solubles, de agua libre y
de las pectinas es acompailado por la reduccion de algunos
componentes fendlicos y protopectinicos, que tornan los
frutos mas sensibles al dafio mecanico y al ataque de diversos
microorganismos (Mendoza et al., 2013). La maduracion de
la papaya ocurre inmediatamente después de la cosecha por lo
tanto se recomienda conservarse a temperaturas entre 8 a 10
°C por un periodo maximo de 4 semanas; y de 5 a 7 dias si la
temperatura es de 22 °C; sin embargo, durante este tiempo es
susceptible al ataque de microorganismos patégenos, siendo
los hongos Colletotrichum sp., Rhizopus stolonifer, Botrytis
cinerea, Penicillium italicum y Penicillium digitatum, los
causantes de las enfermedades de postcosecha mas comunes
(Guédez et al., 2014).

Una de las alternativas que se han estudiado con
resultados prometedores, se basa en el hecho que, las plantas
elaboran metabolitos secundarios con la finalidad de disminuir
el ataque de parasitos y depredadores naturales, muchos de
estos compuestos se caracterizan por ser inocuos para el
ser humano, y se consideran como “fungicidas naturales”
(Landero et al., 2013). Por tanto, se incrementd el interés
de su aplicacion para el manejo de enfermedades en campo
y poscosecha, debido al efecto que exhiben sobre los
fitopatogenos (Duarte ef al., 2013).

Este estudio evalud el potencial antifingico de los
aceites esenciales de Citrus sinensis (naranja) y Citrus
nobilis (mandarina) aplicado en cepas de Rhizopus stolonifer
y Colletotrichum gloeosporioides, aisladas del mesocarpio
de la papaya de variedad “Maradol” colectada en el canton
Valencia, sector agricola de la provincia de Los Rios, Ecuador.

Materiales y métodos

Obtencion del material vegetal
En el Canton Valencia, Provincia de Los Rios, Ecuador.
se obtuvieron las papayas de la variedad “Maradol”.
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Aislamiento de Rhizopus stolonifer 'y Colletotrichum
gloeosporioides

El material vegetal (papaya) fue previamente lavado
con solucion de hipoclorito de sodio al 3%. Posteriormente,
con agua destilada estéril se enjuago tres veces consecutivas.
Seguidamente, se seleccionaron 5 muestras del mesocarpio
de 0.50 cm?entre las partes intermedias del tejido sano y parte
del tejido en descomposicion; fueron transferidas al medio
de cultivo agar papa dextrosa (APD) (Neogen corporation)
y se aplico Sulfato de estreptomicina® al 1%. Para el
aislamiento de los microorganismos se incubaron las placas a
una temperatura de 24 °C por 7 dias. Todo el procedimiento
se desarrollo en camara de flujo laminar cumpliendo las
condiciones de asepsia y esterilidad requeridas (Castellanos
etal., 2011).

Identificacion de colonias

Cada colonia desarrollada se separd y purifico por
el sistema de repiques, usando medio de cultivo APD y
la observacion se efectué por montaje microscopico. La
identificacion a nivel de género se realizd siguiendo las
claves de Barnett y Hunter (1987), esto permitié obtener
colonias aisladas de Rhizopus stolonifer y Colletotrichum
gloeosporioides. La identificacion se hizo tomando en cuenta
las caracteristicas del micelio, el color de la colonia, la forma
de conidioforos; forma, tamaiio y color de los conidios (Von,
1981; Barnett y Hunter, 1987).

Obtencion de aceites esenciales

Los aceites esenciales de pericarpio y hojas de Citrus
sinensis 'y Citrus nobilis fueron extraidos y obtenidos
mediante hidrodestilacion. Los aceites de los pericarpios
fueron preparados en el Laboratorio IsabrukBotanik S.A.
ubicado en la ciudad de Ambato, provincia de Tungurahua,
Ecuador. Mientras, los aceites de las hojas se obtuvieron en
el laboratorio de Quimica Bésica, UTEQ-Quevedo, provincia
de Los Rios, Ecuador.

Determinacion de la capacidad fungicida

El efecto inhibitorio de los aceites esenciales sobre los
hongos Rhizopus stolonifer'y Colletotrichum gloeosporioides
se determind mediante la observacion del crecimiento radial
del micelio, medido en mm y conteo del nimero de esporas
por mL de solucion (Castellanos et al., 2011).

Determinacion del crecimiento radial

La siembra se realizd en cajas de petri previamente
esterilizadas conmedio APD, aestas se agrego concentraciones
de aceites de 1%, 2% y 4% equivalentes a 100 pL, 200 pL
y 400 pL. Previamente, los aceites se mezclaron con tween
20 a una concentracion de 1% para mejorar su solubilidad y
estabilidad en el medio. Cada concentracion y tipo de aceite
se colocd en placas por separado. Una vez homogenizado y
solidificado el medio, una muestra de aproximadamente 6 mm
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de diametro de cada hongo, se coloco sobre el agar. El ensayo
se realizo por duplicado y se incluyé una muestra (testigo)
tnicamente con el medio APD y tween 20 a concentracion
de 1%. Las placas se incubaron a 24 °C y se registro los
datos cada 24 horas y durante 7 dias, con mediciones del
crecimiento radial en mm usando un calibrador vernier. Para
determinar el porcentaje de inhibicion se uso la formula (T -
Tr / T)* 100, donde: T: testigo y Tr: tratamiento.

Conteo de esporas

Una vez observado el crecimiento radial se conto el
niimero de esporas por microorganismo ensayado. A cada una
de las placas se adicion6 10 mL de agua destilada estéril, cada
placa se agit6 con una varilla de vidrio y se tomo una alicuota
de 1 mL de agua; se agregd 1 puL de tween 20 al 1%, las
muestras se colocaron en viales Eppendorf y se agitaron en
un Vortex mixer (Labnet SO200) para obtener una solucion
homogénea. Se contd el nimero de esporas, y se usdé una
camara de Neubauer (Marienfeld 0.0025 mm x 0.10 mm de
profundidad) y un microscopio (Olympus CX1, lente nimero
10). El porcentaje de inhibicion se determind mediante la
formula (T - Tr/ T) * 100, donde: T: testigo y Tr: tratamiento.

Cuadro 1. Tratamientos estudiados en la valoracién de
los aceites esenciales de Citrus sinensis (naranja) y Citrus
nobilis (mandarina) en la inhibicion de hongos de papaya

Trat. Simb. Descripcion

T1 ab,c, Naranja, Hojas, 1%

T2 ab.c, Naranja, Hojas, 2%

T3 ab.c, Naranja, Hojas, 4%

T4 abc, Naranja, Corteza del fruto, 1%
T5 ab,c, Naranja, Corteza del fruto, 2%
T6 abc, Naranja, Corteza del fruto, 4%
T7 abgc, Mandarina, Hojas, 1%

T8 abgc, Mandarina, Hojas, 2%

T9 abgc, Mandarina, Hojas, 4%

T10 abc, Mandarina, Corteza del fruto, 1%
T11 abc, Mandarina, Corteza del fruto, 2%
T12 abc, Mandarina, Corteza del fruto, 4%

Analisis estadisticos

Se aplico un ANOVA, con disefio de bloques al azar
mediante arreglo factorial A*B*C con tres replicas (Cuadro
1); Los niveles estudiados por tratamiento fueron: Factor A:
Aceites esenciales (naranja y mandarina), Factor B: Origen
de los aceites esenciales (hojas y pericarpio) y el Factor C:
concentraciones (1%, 2% y 4%), la tabulacion de resultados
se realizo mediante el software Stats Graphics Centurion de la
Universidad de Massachusetts. Para la separacion de medias
de los tratamientos se realizd mediante Tukey (p<0.05).

Resultados y discusion

En la capacidad fungica, las interacciones (A*B*C) para la
inhibicion del crecimiento radial del hongo R. stolonifer,
los tratamientos evitaron 100% de proliferacion, a diferencia
del alblc0 (Citrus nobilis, corteza del fruto, 1%) y alblcl
(Citrus nobilis, corteza del fruto, 2%) (Cuadro 2), resultados
que coinciden con lo reportado por Ronquillo (2007) en
su estudio de evaluacion del potencial antimicrobiano de
peliculas comestibles con aceites esenciales in vitro e in situ.
Mientras, en la inhibicion de esporas, se observo 100% en
los tratamientos a0b0c1 (Citrus sinensis, Hojas, 2%), a0b0c2
(Citrus sinensis, Hojas, 4%), albOc2 (Citrus nobilis, Hojas,
4%), a0b0c0 (Citrus sinensis, Hojas, 1%), alb0c0 (Citrus
nobilis, Hojas, 1%) superiores a los reportados por Tzortzakis
y Economakis (2007) en su investigacion sobre actividad anti
fungica del aceite esencial de Lemongrass (Cymbopogon
citratus L.) contra hongos patogenos de poscosecha (70%).
Por tanto, se puede expresar que los niveles de inhibicion son
buenos, y la variacion podria estar sujeta a factores intrinsecos
de la fruta utilizada o a su vez a factores ambientales.

Asimismo, C. gloeosporioides, tuvo la misma tendencia
que R. stolonifer, efectuando una inhibicion del 100% de
crecimiento radial en los mismos tratamientos (Cuadro 2),
superiores a los reportados por Pineda et al. (2010) en su
estudio de propiedad fungistatica in vitro de propoleos sobre
tres aislamientos de Colletotrichum gloeosporioides (30%);
similares resultados se obtuvo en inhibicion de esporas
(100% de inhibicion), valores superiores a los reportados
por Silva et al. (2011) en su investigacion titulada: Inhibicion
del crecimiento micelial y la germinacion Colletotrichum
gloeosporioides aplicando aceite de neem (Azadirachta
indica) que fue solo del 61%.

El aceite esencial de Citrus sinensis revelo una fuerte
actividad inhibitoria tanto en crecimiento radial como en
numero de esporas de hongos para R. stolonifer (Cuadro 3).
Estos resultados son similares a los obtenidos por Guédez
et al. (2014) quienes evaluaron el aceite Citrus sinensis en
frutos de lechosa (Carica papaya L.) en la postcosecha,
consiguiendo 100% de inhibicion.

En la inhibicion de esporas se evidencio 97.06% con
el aceite de Citrus sinensis, valores superiores (50%) a los
reportados por Perera et al. (2011) en la evaluacion de la
eficacia de fungicidas naturales y quimicos en el control
de enfermedades postcosecha sobre distintas variedades de
papaya. Estos resultados podrian atribuirse a la concentracion
de 4% de aceite y a la calidad de la muestra vegetativa,
lo mismo ocurri6 en el caso de la inhibicion del hongo C.
gloeosporioides alterando su viabilidad en 100% con el uso
de Citrus sinensis, valores superiores a los reportados en el
estudio de propiedad fungistatica in vitro de propoleos sobre
tres aislamientos de Colletotrichum gloeosporioides (30% de
inhibicion) (Pineda ef al., 2010).
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Cuadro 2. Porcentajes de inhibicién del crecimientos radial y nimero de esporas

Inhibicion del Crecimiento Radial

Inhibicién de nimero de esporas

Tratamientos (%) (%)

A*B*C Rhizopus Colletotrichum Rhizopus Colletotrichum
stolonifer gloeosporioides stolonifer gloeosporioides

ab.c, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 99.76 ¢ 100.00 g
ab,c, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 100.00 e 100.00 g
ab.c, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 100.00 e 100.00 g
abc, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 95.79d 95.35d
abc, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 95.60d 98.79 f
abc, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 91.26 ¢ 96.24 ¢
abgc, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 99.76 100.00 g
aby, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 100.00 e 100.00 g
abgc, 100.00 ¢ 100.00 ¢ 99.76 ¢ 100.00 g
abc, 0.56 a 52.54a 72.51b 50.30 ¢
abc, 42.78 b 75.97b 64.38 a 2449 a
abc 100.00 ¢ 100.00 ¢ 91.49 c 28.03b

1172

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (Tukey, p>0.05)

Cuadro 3. Comparacion de la actividad inhibitoria del crecimiento radial y el niimero de esporas de hongos del Aceite
esencial Citrus sinensis (naranja) frente al aceite esencial de Citrus nobilis (mandarina) en control de Rhizopus Stolonifer

y Colletotrichum gloeosporioides (Papaya)

Rhizopus stolonifer Colletotrichum gloeosporioides
Niveles estudiados Inhibicién Inhibiciéon de Inhibicion Inhibiciéon de
Crecimiento radial esporas Crecimiento radial esporas
(%) (%) (%) (%)
C. sinensis (Naranja) 100.00 b 97.06 b 100.00 b 98.39b
C. nobilis (Mandarina) 7523 a 8798 a 8091 a 67.13a
Error Estandar 1.11 0.03 1.00 0.06

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (Tukey, p>0.05)

La inhibicion de esporas C. gloeosporioides alcanzo
un 98.39% (Citrus sinensis), valor ligeramente inferior
al 100% alcanzado por Landero et al. (2013) en su
investigacion de potencial antifingico de extractos de cuatro
especies vegetales sobre el crecimiento de Colletotrichum
gloeosporioides en papaya (Carica papaya) en poscosecha,
estos valores podria atribuirse a varios factores, como las
condiciones del ambiente microbiologico, o posiblemente,
factores ambientales del sitio de trabajo, que en este caso no
fueron controlados como factor determinante en este estudio,
a pesar de trabajar en un ambiente regulado (acondicionado).

Al respecto, los aceites esenciales a partir de hojas y
pericarpio de los citricos estudiados, en el crecimiento radial
de R. stolonifer se evidencio 100% (hojas) de inhibicion,
valor superior al 94% de inhibicién reportado por Barrera y
Bautista (2008) en la investigacion de actividad antifungica
de polvos, extractos y fracciones de Cestrum nocturnum L.
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sobre el crecimiento micelial de Rhizopus stolonifer.

En la inhibicién de esporas de R. stolonifer se logro
99.88% con aceite obtenido de las hojas (Cuadro 4), valor
superior al 88% obtenidos por Angulo et al. (2009) en la
extraccion de semilla de Swietenia humilis Zucc con actividad
antifungica de R. stolonifer. Mientras, en la inhibicion del
crecimiento radial del hongo del género C. gloeosporioides
se obtuvo 100% (hojas), resultados iguales a los reportados
por Prapassom et al. (2012) en el efecto de extracto crudo
de hojas contra Colletotrichum gloeosporioides; y en el
porcentaje de inhibicion del esporas del hongo del género
C. gloeosporioides tambien se obtuvo el 100% con aceite
extraido de las hojas, superiores a los reportados por Ademe
et al. (2013) quienes publicaron 88.70% en la evaluacion
de la actividad antifiingica de extractos de plantas contra la
antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) de la papaya.

En lo referente a las concentraciones de aceites (Factor
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Cuadro 4. Valoracion de la Actividad inhibitoria en crecimiento radial y nimero de esporas de
hongos. Comparacién de aceites provenientes de las hojas frente al aceite de pericarpio

Nivel Rhizopus stolonifer Colletotrichum gloeosporioides
iveles
estudiados Inhibicién Inhibicion de Inhibicién Inhibicién de
Crecimiento radial esporas Crecimiento radial esporas
(%) (%) (%) (%)
Hojas 100.00 b 99.88 b 100.00 b 100.00 b
Pericarpio 7523 a 85.16 a 88.08 a 65.53 a
Error Estandar 1.11 0.03 1.00 0.06
Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (Tukey, p>0.05)
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Figura 1. Concentraciones de aceites esenciales (1%, 2%, 4%) en cepas R. stolonifer. A) Porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial (c0=75,13%, ¢1=85,69% y ¢2=100%); B) Porcentaje de inhibicién del nimero de esporas

(c1=89.99%, ¢0=91.95% y ¢2=95.62%)
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Figura 2. Concentraciones de aceites esenciales (1%, 2%, 4%) en cepas C. gloeosporioides. A) Porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (c0= 88.13%, ¢1=93.99% y ¢2=100%); B) Porcentaje de inhibicion del niimero de

esporas (c1 =80.81%, ¢2=81.06% y c0 =86.41%)

C) (1%, 2% y 4%) empleados como inhibidores de hongos
(Figura 1 y Figura 2), en el crecimiento radial del hongo del
género R. stolonifer se logré 100% aplicando 4% de aceite,
igual al reportado por Ronquillo (2007) en la evaluacion del
potencial antimicrobiano de peliculas comestibles con aceites
esenciales in vitro e in situ. En la evaluacion de la inhibicion
de esporas del hongo R. stolonifer se obtuvo 95.62% con 4%

de aceite, valores superiores a los obtenido por Tzortzakis y
Economakis (2007) en su trabajo de actividad antifingica
del aceite esencial de Lemongrass (Cymbopogon citratus
L.) contra hongos patdgenos de postcosecha. El crecimiento
radial de C. gloeosporioides reveld 100% de inhibicion
con el uso de 4% de solucidn, este resultado coincide con
Guédez et al. (2014) quienes reportaron actividad antifungica
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del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis L.) sobre
hongos postcosecha en frutos de lechosa (Carica papaya L.);
mientras, Silva et al. (2011) presenta el 61% de inhibicion
del crecimiento micelial y la germinacion Colletotrichum
gloeosporioides aplicando aceite de neem (Azadirachta
indica).

Conclusiones

1 aceite esencial de las hojas y pericarpio de Citrus

sinensis aplicado en cepas R. stolonifer y C.
gloeosporioides al 4% es capaz de inhibir el crecimiento
radial y de esporas en el proceso de conservacion de
papaya de variedad “Maradol”
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