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RESUMEN

La papaya es un cultivo de gran importancia a nivel mundial. México y
Colombia son lideres mundiales en su produccion; una de las principales
limitantes para este cultivo son las enfermedades dentro de las que destaca
la antracnosis que afecta en pre y poscosecha, es por ello que la investigacion
en la busqueda de alternativas eficientes, sustentables e inocuas en la sanidad
del cultivo son primordiales para reducir las pérdidas en la produccion y
con ello mejoren los ingresos y la calidad de vida del productor y los
involucrados en la cadena productiva, hasta el consumidor, con productos
de calidad y sin contaminantes que afecten su salud. El objetivo de este
estudio fue evaluar extractos de plantas bajo dos formas de extraccion en
el control in vitro de Colletotrichum gloesporioides. Por lo que fue evaluado
el efecto antifungico de extractos vegetales de hojas de orégano (Oreganum
vulgare), frutos de pimienta (Pimienta dioica), hojas de neem (Azadirachta
indica.) y hojas secas de matarraton (Gliricidia sepium) obtenidos a partir
de métodos de destilacion y microondas, sobre C. gloesporioides aislado
de Carica papaya. Fue utilizada la técnica de medio envenenado en cajas
Petri con medio PDA; en una primera fase, se probo la concentracién 60 %
para todos los extractos. Posteriormente fue determinada la concentracion
minima inhibitoria para aquellos que en la primera fase inhibieron el 100 %.
El efecto antifingico se determin6 mediante crecimiento micelial, ntmero
de conidias totales y germinadas. Los resultados indicaron que el extracto de
fruto de pimienta obtenido por microondas, en una concentracion de 40%
y el producto patente M2 UNACH en una concentracion de 20 %, inhibieron
totalmente a C. gloesporioides. los extractos obtenidos mediante el microondas
tuvieron mejor efecto antifingico que los obtenidos por destilacion.
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— Abstract—

Papaya is a crop of great importance worldwide, Mexico and Colombia are
world leaders in its production; one of the main limitations for this crop is
the diseases that include the anthracnose that affects pre and post harvest,
which is why research in the search for efficient, sustainable and harmless
alternatives in crop health are essential to reduce losses in production and
thereby improve the income and quality of life of the producer and those
involved in the production chain to the consumer with quality products
and without contaminants that affect their health. The objective of this
study was to evaluate plant extracts under two forms of extraction in the
in vitro control of Colletotrichum gloesporioides. Therefore, the antifungal
effect of plant extracts of oregano leaves (Oreganum vulgare), pepper fruits
(Pimienta dioica), neem leaves (Azadirachta indica) and dried marathon leaves
(Gliricidia sepium) obtained from methods was evaluated: distillation and
microwave, on C. gloesporioides isolated from Carica papaya. The technique
of poisoned medium in Petri dishes with PpDA medium was used, in a first
phase the concentration of 60 % was tested for all extracts. Subsequently,
the minimum inhibitory concentration was determined for those who in the
first phase inhibited 100 %. The antifungal effect was determined by mycelial
growth, number of total and germinated conidia. The results indicated that the
extract of pepper fruit obtained by microwave in a concentration of 40% and
M2 UNACH patent of 20 % inhibited C. gloesporioides t. the extracts obtained by
the microwave had better antifungal effect than those obtained by distillation.
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a papaya es también llamada lechosa en Venezuela, fruta bomba en

Cuba y Mamao en Brasil. Es una de las frutas tropicales mas apetecidas

por su suave y agradable sabor y las propiedades nutritivas que se le
atribuyen. Es muy solicitada por los consumidores que tienen preferencia por
las frutas que ademas de agradables posean un contenido alto de nutrientes
(Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria [Corpoical, 2000).
La produccion de papaya (Carica papaya L.) tiene gran importancia econémica,
México ocupa el quinto lugar como productor mundial y el primer lugar
como pais exportador, a su vez Colombia se encuentra en el octavo lugar
como productor mundial (Evans, 2015). En Colombia se presenta un volumen de
produccion relevante para el cultivo de papaya, segtin la Encuesta Nacional
Agropecuaria (ENA) publicada por el Departamento Administrativo Nacional
de Estadistica (DANE, 2016), durante el afio 2015 en Colombia se obtuvo una
produccion de 105.459 toneladas de papaya. El cultivo de la papaya esta
sujeto a diversas enfermedades durante los periodos lluviosos; de estas son
consideradas las de mayor importancia: la mancha anular de la papaya,
seguida por la antracnosis, la pudricion de raiz y del pie y la mancha o peca
negra (DANE, 2016). Colletotrichum gloeosporioides P., es el agente patogeno
causante de la antracnosis en Carica papaya L., enfermedad que se encuentra en
todas las dreas donde se cultiva papaya y llega a ser la causa principal de las
pérdidas de fruta en poscosecha (Instituto de Investigaciones Agropecuarias
[1N1A], 2016), se estiman pérdidas del 25 al 40% (Quiroga, 2016) y se presenta
en todas las regiones productoras del mundo, causando enormes pérdidas en
Brasil, Hawaii (UsA) y México (Ventura, et al., 2004).

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. es un patégeno ubicuo,
prolifero y econdmicamente importante, ya que induce pérdidas sustanciales en
el rendimiento, al afectar partes vegetativas al causar deterioro poscosecha de
frutos de clima templado, subtropical y tropical. Ademas de afectar a los frutos,
el hongo patogeno igualmente ataca otras partes de la planta como las raices,
las flores y los tallos (DANE, 2016). Una vez en el fruto las esporas del hongo
germinan, después de 48 horas forman un tubo germinativo que penetra de
manera directa la cuticula del fruto inmaduro, donde permanece latente, pero se
reactiva la invasion durante la maduracion del fruto (Zavala et al., 2011). Una de
las caracteristicas destacadas de Colletotrichum sp. es su capacidad de sobrevivir
en estado de dormancia o quiescencia cuando las condiciones ambientales o
fisiologicas del hospedero le impiden desarrollarse (Parra, 2008), el hongo
produce un apresorio que penetra el fruto degradando la cuticula y pro-
duciendo una hifa subcuticular latente que no se desarrolla hasta que el fruto
madura. El patogeno es activado en condiciones con prevalencia de tempo-
radas lluviosas o con humedad relativa alta (Rodriguez et al., 2009). Ha sido
considerado como uno de los principales patdgenos que ataca las plantaciones
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de frutales durante prefloracion, la enfermedad permanece asintomatica
hasta que el grado de maduracion del fruto es tal que el patégeno realiza
una invasion intercelular y la enfermedad se expresa, conociéndose dicho
fenbmeno como infeccion quiescente (Montafio y Lemus, 2015). Para el
control de la antracnosis se deben establecer medidas de manejo integral del
cultivo, basadas en acciones preventivas y curativas, orientadas tanto en la
etapa de campo como en la de poscosecha (DANE, 2016). El control quimico
es el mas comun debido a la importancia econémica del cultivo. Se disponen
de muchos quimicos, entre los més utilizados se encuentran compuestos
como: dithiocarbamato, benzamidazoles y triazoles; y otros fungicidas como
chlorothalonil, imazalil y prochloraz (Parra, 2008).

Segun Dirzo (2008) “El mundo vegetal esta cargado de una sorprendente
diversidad de metabolitos, a la mayoria de los cuales no se le ha podido definir
ninguna participacion evidente en los procesos metabolicos primarios de
la planta (fotosintesis, respiracion, etc.). Estos compuestos, por lo tanto,
se hicieron acreedores del nombre de “metabolitos secundarios”. Se estima
que mas de 100.000 son producidos por las plantas (Pérez y Jiménez, 2011).
Los compuestos secundarios no tienen una funcion aparente en el metabo-
lismo primario pero si tienen una implicacién ecolégica como defensa
contra herbivoros, virus, hongos, bacterias, asi como sustancias alelopaticas
(Echeverria, 2012). Las plantas producen compuestos con propiedades
antimicrobianas que pueden ser empleadas para controlar diferentes
enfermedades en productos hortofruticolas. La obtencion de los extractos
vegetales y el estudio de sus compuestos activos propician su empleo contra
diferentes fitopatogenos. En condiciones in vitro los extractos inhiben el
crecimiento del patégeno, asi como la esporulacion y germinacion de esporas,
de modo que ayudan a controlar las enfermedades de frutos y hortalizas
(Hernandez et al., 2007).

La obtencion de extractos vegetales se puede realizar a partir de diferentes
métodos, los cuales permiten la separacién o purificacion de multiples
sustancias, algunos comtinmente utilizados son la destilacion que es uno de
los métodos mas antiguos y mas usados para separar y purificar liquidos; el
método consiste en aplicar calor a una mezcla de sustancias hasta que una
de ellas pasa a la fase de vapor, seguidamente el vapor se enfria al pasar por
un refrigerante donde condensa y el liquido se recoge en un recipiente
adecuado. En el recipiente inicial quedaran las sustancias menos volatiles o
las impurezas (Quercuslab, 2015). También est4 la tecnologia de microondas,
que se ha convertido durante los Gltimos afios en una herramienta que
mejora la productividad de los procesos, trabaja con radiaciones electromag-
néticas que se encuentran en el rango de 0.3 a 300 GHz (} = 1 hasta 0.001 m)
(Martinez et al., 2010). Recientemente el método asistido por microondas
ha sido utilizado como método alterno de extraccion a escala de laboratorio
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y ha representado grandes ventajas como el ahorro energético, tiempos
cortos de proceso, mayor rendimiento, procesos econémicos y amigables
con el medio ambiente (Puertas, et al., 2013).

El objetivo de este trabajo de investigacion fue determinar la efectividad
del uso de extractos vegetales en el control in vitro del patégeno causante de
antracnosis, con el fin de ofrecer una alternativa sostenible a este problema.

METODOLOGIA

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Agrotecnologias de la
Agencia Universitaria para el Desarrollo (AUDES) Cacao-Chocolate de la
Universidad Auténoma de Chiapas, ubicado en Ciudad Universitaria, Tuxtla
Gutiérrez, estado de Chiapas, México.

La presente investigacion fue desarrollada en dos fases: la primera en
donde se evalu¢ la efectividad antifiungica de extractos en una concentracion
al 60 % sobre C. gloeosporioides P.; 1a segunda que correspondi6 a la deter-
minacion de la concentracion minima inhibitoria (cM1) de extractos sobre
C. gloeosporioides. En cada fase se trabajo con una cepa de Colletotrichum
gloeosporioides P. aislada de frutos de papaya (Carica papaya L.). suministrada
por el Laboratorio de Agrotecnologias de la AuDES Cacao-Chocolate de la
Universidad Auténoma de Chiapas, la cual fue aislada de frutos de C. papaya
obtenidos directamente en campo en el municipio de Villaflores, Chiapas en
enero de 2018 y fue realizada la multiplicacion del patégeno en este mismo
laboratorio mediante repiques en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA),
los cuales se incubaron a una temperatura de 23°C + 2°C durante 12 dias.

La investigacion se realizo mediante un Disefio Completamente al Azar
(pca), iniciando en la fase uno con 11 tratamientos, cada uno con cuatro
repeticiones. Los tratamientos fueron distribuidos en ocho extractos
vegetales y tres testigos o controles: uno negativo (medio PDA o testigo
absoluto) y dos positivos; el fungicida de sintesis quimica (I.A. Ciprodinil
37,5% + Fludioxonil 25%) y un fungicida en proceso de patente (M2 UNACH).
En la fase dos se evalu6 el extracto de fruto de pimienta obtenido por
microondas y el producto M2 UNACH.

La unidad experimental (UE) en la fase I y I, estuvo constituida por una
caja Petri y se cont6 con cuatro repeticiones por cada tratamiento evaluado.
Para la primera y segunda fase se estableci6 un total de 44 UE.

Colecta del material vegetal
Fueron colectadas hojas frescas de orégano (Oreganum vulgare) del muni-

cipio de Copainala, Chiapas, frutos secos de pimienta (Pimienta dioica) de
Comalcalco, Tabasco, hojas frescas de neem (Azadirachta indica) de Tuxtla
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Gutiérrez, Chiapas y hojas secas de matarraton (Gliricidia sepium) de 1a localidad
Emiliano Zapata del municipio de Tecpatdn, México. El material vegetal
fue colectado en el mes de agosto del afio 2018 y llevado al Laboratorio
de Agrotecnologias de la Agencia Universitaria para el Desarrollo (AUDES)
Cacao-Chocolate de la Universidad Auténoma de Chiapas, para su seleccion y
clasificacion, evitando aquellas que presentaban afectaciones por insectos y
enfermedades. Las hojas y frutos utilizados fueron secados en el invernadero
y guardados en un lugar seco para evitar su humedecimiento y contami-
nacion por insectos u hongos.

Obtencion de los extractos vegetales

Los extractos vegetales fueron obtenidos mediante dos métodos de extraccion,
los cuales se describen a continuacion:

Destilacion: se uso la metodologia descrita por Ramirez, et al., (2016),
para lo cual se utiliz6 el material vegetal, bien picado o triturado y como
disolvente agua destilada y alcohol etilico (9:1). Para obtener el extracto
se emple6 un destilador adaptado para este fin. El material vegetal se
coloc6 dentro de la marmita del destilador junto con el disolvente, se tapd
herméticamente para hacer el proceso de extraccién continuo mediante la
aplicacion de calor y presion constante, el vapor se conducia a un conden-
sador y mediante enfriamiento con agua corriente se obtenia el destilado.

Microondas: fue colocado el material vegetal triturado o en trozos
pequenos en una bolsa de tela, que se sumergia en un vaso de precipitado
con agua destilada estéril y alcohol etilico (9:1). Posteriormente se empleaba
la radiofrecuencia de un microondas para la extraccion de los metabolitos,
bajo las siguientes condiciones: 220 KW de potencia, un periodo de 150s y
2.450 MHz (Ramirez, et al., 2016).

FASE 1. Efectividad antifingica de extractos en una concentracion al
60% sobre C. gloeosporioides: Se prepararon cajas Petri con medio de cultivo
Papa Dextrosa Agar (PDA), adicionado con el extracto al 60% (v/v) y se realiz6
la inoculacion del patogeno. Los cultivos fueron mantenidos bajo condiciones
controladas (incubadora) de 23°C + 2°C. Se evaluaron ocho extractos
vegetales utilizando sus dos formas de extraccion (destilado y microondas)
y tres controles; siendo PDA el control negativo y los controles positivos el
fungicida de sintesis quimica (I.A. Ciprodinil 37,5% + Fludioxonil 25%) y
el producto patente M2 UNACH. El efecto inhibitorio se cuantific6 cada 24
horas durante 12 dias mediante el crecimiento del didmetro del micelio. Se
realiz6 un raspado superficial del hongo y un lavado con agua destilada y
empleando la dilucién apropiada. Se cuantificé la produccién de esporas
totales y las germinadas.

..E ESPACIO I+D, INNOVACION MAS DESARROLLO « Vol. x, N° 26, Febrero 2021 « ISSN: 2007-6703

108



EXTRACTOS VEGETALES PARA EL CONTROL IN VITRO DE COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES P. AISLADO DE CARICA PAPAYA L.

FASE 2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
sobre la cepa del hongo C. gloeosporioides.: 1os extractos que presentaron
inhibicion total del crecimiento y desarrollo del patogeno a la concentracion
del 60% (v/v), fueron utilizados para los ensayos correspondientes a esta
etapa, en la que se determind la concentracién minima inhibitoria (cMm1);
estos productos fueron evaluados a concentraciones del 50%, 40%, 30%,
20% y 10% (v/v). En todas las pruebas se incluy6 un control negativo (PDA).

Se prepar6 el medio de cultivo con ppA al cual se afiadi6 cada uno de
los extractos a las concentraciones a evaluar. Posteriormente se realizo la
inoculacion del patégeno. Como variable indicadora del efecto inhibitorio
se midié cada 24 horas el didmetro de crecimiento del micelio del patégeno
durante 12 dias, también se cuantificé la produccion de esporas totales y las
germinadas mediante el uso de la cAmara de conteo de esporas Neubauer,
tal como se describi6 en la Fase 1.

El disefio experimental fue completamente al azar, para determinar los
efectos de los tratamientos estudiados, se realiz6 un analisis de varianza
(aNovA) y en los casos en donde se encontraron diferencias significativas
se aplico la prueba de comparaciéon de medias de Tukey (P< 0.05), usando
el software SPSS version 17.0 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION
FASE 1. Efectividad de extractos vegetales a una concentracion del 60%

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 1 y Figura 1, donde se
aprecia que los tratamientos de pimienta obtenida por microondas y el
tratamiento de M2 UNACH fueron los Gnicos que no permitieron el creci-
miento del patdogeno. El ANOvA realizado indic6 diferencias estadisticas
entre los tratamientos para las variables crecimiento y nimero total
de conidias. La prueba de medias de Tukey para la variable crecimiento
registro diferencias significativas de pimienta obtenido por microondas
y patente M2, con todos los tratamientos incluyendo el control positivo
donde se utiliz6 el producto de sintesis quimica, el cual registré creci-
miento, asi como con el control negativo, pero éste no registré diferencias
con los extractos obtenidos de matarraton y orégano, obtenidos por los
dos métodos y con neem obtenido por destilacién.
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Carica papaya L.

Coiletotrichum gloesporicides P.

60%

Hojas de orégano Hojas de Meem M Hojas de Mataratdn  Frutos de pimienta
—

Destilado

Microondas

Testigo absoluto Testigo quimico Testigo patente

Y

Figura 1. Efectos in vitro de extractos vegetales al 60% sobre Colletotrichum gloesporioides de C. papaya

Se observa que para el nimero de conidias totales, los extractos de orégano
(destilado y microndas), neem obtenido por microondas, pimienta obtenido
por destilacion y el testigo quimico a pesar que registraron crecimiento,
redujeron la produccidon de conidias entre el 96.08 y el 99.9%, mientras
que tanto los tratamientos de pimienta obtenido por microondas y patente
M2 no registraron formacion de conidias, tratamientos que entre ellos no
registraron diferencias estadisticas pero si con el control negativo y todos
con el matarratén obtenido por destilacion, el cual obtuvo el mayor valor
superando al control negativo en 21.55%, lo que indica que el extracto estimul6
el desarrollo del patégeno, lo cual lo podria volver potencial como medio de
cultivo en la obtencidn in vitro del patégeno para futuras investigaciones, al
igual que Verastegui (1995), quien a partir de su investigacion en el analisis
del efecto antifungico de 20 extractos de plantas lleg6 a la conclusiéon de
que algunos aceites esenciales pueden inhibir el crecimiento, sin embargo
otros lo pueden estimular. Asi mismo, el testigo de producto de sintesis
quimica presento6 un leve crecimiento micelial de 13.75 mm y desarrollo de
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esporas, sin embargo, al ser observadas en el microscopio se encontraban
deshidratadas o con afectaciones en su estructura fisica, como se observa
en la Figura 2, lo que manifest6 la accién del producto sobre el patogeno.
Con respecto al numero de conidias germinadas, todos los tratamientos
presentaron valores menores que los registrados por el control negativo,
reduciendo entre el 10.86% y el 100% la cantidad de éste tipo de estructuras;
en los tratamientos de orégano y pimienta obtenidos por microondas y
patente M2 UNACH, auin superaron la efectividad del control positivo producto
de sintesis quimica, el cual permiti6 la germinacion de esporas (1.04 x 103),
mientras que éstos tres tratamientos la inhibieron completamente. En el
caso de orégano microondas no se encontraron conidias germinadas, a pesar
de que habia crecimiento micelial y el nimero de conidias totales en su
mayoria, al ser observadas presentaban dafios en su estructura, lo que indica
algan efecto antifungico para C. gloesporioides, lo cual reafirma que es una
planta con potencial fingico que a su vez es corroborado con lo afirmado
por Valverde (2017) quien referencia a Arcila, et al. (2004) y Tanackov
(2013), los cuales indicaron que el aceite esencial de orégano tiene capacidad
antimicotica contra varios microorganismos, entre los que se destacan a los
siguientes: Cdndida albicans, C. tropicalis, Torulopsis, Glabrata, Aspergillus
niger, Geotrichum y Rhodotorula. Verastegui (1995) afirm6 que Davidson
(1993) realiz6 una revision de las especies y saborizantes de alimentos con
actividad antimicrobiana. De entre las que demostraron actividad antifiungica
estdn la canela, el clavo, el orégano, el ajo y la cebolla. A su vez se estudio el
mecanismo de accion del orégano y se encontré que produce alteraciones en
el metabolismo microbiano particularmente en la respiracion y la esporu-
lacion y se establecié que esto es debido a la disminucion de la energia celular.

(A) ® ©

Figura 2. Efectos ejercidos por extracto de Oregano Microonda y I.A. Ciprodinil 37.5% + Fludioxonil 25%
sobre C. gloesporioides aislado de C. papaya. A) espora normal, B) espora deshidratada por la exposicion al
extracto vegetal C) espora hialina causa del efecto del I.A. Ciprodinil 37.5% + Fludioxonil 25%
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Los anteriores resultados corroboran las investigaciones de Joya, et al.
(2017) y Tamayo, et al. (2016), quienes encontraron actividad antifungica
de orégano tanto en la reduccion del crecimiento como en la formacion
y germinacion de conidias de Moniliophthora roreri, ademads, la presente
investigacion muestra que es de alta importancia la forma de extraccion uti-
lizada, debido a que se puede expresar en mayores o menores cantidades los
metabolitos secundarios y variar el porcentaje de inhibicion fitopatégena, asi
mismo Ospina (2012) quien cita a Mahmoud, et al. (2011) documenta una
disminucion de 50% de actividad antifingica cuando se extrae el nimonol al
extracto organico de hojas de neem en evaluaciones con hongos patégenos
como Microsporum canis, Candida albicans y Aspergillus sp., con respecto
a otros tipos de extraccion evaluados. Asi mismo Ramirez, et al. (2016)
reportaron que la obtencion de extractos asistidos por microondas permite
obtener una mayor concentracion de ellos, lo que logré reducir la cmi en la que
afectan a los patdégenos en comparacion al método de destilacion tradicional.

Tabla 1
Efectos in vitro de los extractos vegetales al 60% sobre C. gloesporioides, aislado
de C. papaya

. Crecimiento micelial ~ Conidias totales  Conidias germinadas
Tratamientos

(mm) (x 10*mL1) (x1103mL?)
Orégano Destilado 47.75¢ 41.142 1.04
Orégano Microondas 43.75¢ 7.292 0
Neem Destilado 50.00¢ 2080.72% 568.75
Neem Microondas 29.25¢ 15.932 9.37
Matarraton Destilado 50.00¢ 6261.87¢ 1059.37
Matarraton Microondas 42.00° 4.582 1.04
Pimienta F Destilado 40.25¢¢ 201.567 26.041
Pimienta F Microondas 02 02 0
Control Positivo Patente M2 UNACH 02 02 0
Control Positivo (Quimico) 13.75° 20.412 1.04
Control negativo (Testigo absoluto) 50.00¢ 5151.66° 1188.54

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

FASE 2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (cMm1)

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria se tuvieron
en cuenta aquellos tratamientos que inhibieron completamente el desarrollo
del patogeno a una concentracion del 60%, posteriormente se evaluaron
concentraciones del 50, 40, 30, 20 y 10% (V:V) sobre C. gloeosporioides
aislado de papaya, estos tratamientos fueron los correspondientes al extracto de
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fruto de pimienta y patente M2 UNACH en la fase 1, los resultados obtenidos
en esta fase se pueden apreciar en la Figura 3 y la Tabla 2, a partir de la
realizacion del ensayo se encontrd que hay un efecto de inhibicién fangica
de los dos productos, que se manifiesta de acuerdo a la concentracion para
la variable de crecimiento micelial se observo que a medida que disminuia la
concentracion del extracto vegetal o de la patente aumentaba el didmetro del
micelio de forma mas acelerada respectivamente, acercindose consecutiva-
mente al control negativo, a su vez se manifestaba un cambio en la coloraciéon
del micelio con los productos utilizados, pues a medida que disminuia la
concentracion de los productos se observaba un color mas oscuro en el
micelio, lo que se relaciona directamente con la esporulacion del patogeno,
es decir con la variable nimero de esporas.

Carica papaya L.

Colletotrichum gloesporioides P.
Frutos de pimienta

Microondas Testigo patente

Testigo absoluto

Figura 3. Efectos de del extracto de fruto de pimienta y patente M2 UNACH al 50%, 40%, 30%, 20% y 10%
sobre Colletotrichum gloesporioides de C. papaya
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Al determinar la cMmI para la patente M2 UNACH, se encontrd que inhibi6 el
patégeno hasta una concentracion del 20%, a su vez presentando diferencias
significativas con respecto a la concentracion del 10% y el control negativo,
segun la prueba de medias de Tukey (P<0.05), como se muestra en la Tabla
2. En cuanto a la cMi, para el extracto de fruto de pimienta obtenido por
microondas sobre C. gloesporioides, se encontr6 que unicamente inhibio
completamente a una concentracion del 50%, a partir del 40% se observo
crecimiento micelial acercandose progresivamente al control negativo, asi
mismo, en cuanto a la formacion de esporas, a partir del 40% fue aumentando,
siendo estadisticamente diferente al 20%, y este respectivamente diferente
al control negativo, estos resultados obtenidos difieren con respecto a los
presentados por Jiménez (2018) quien afirmé que el extracto de pimienta
fruto present6 inhibicion parcial del 21.34% sobre el crecimiento radial del
mismo hongo, mientras en conidias totales y germinadas registraron del
66.80 al 91.49% de inhibicion respectivamente. A su vez se asemejan a los
resultados presentados por Ramirez, et al. (2016) quienes exponen que los
extractos del fruto de pimienta obtenidos mediante el método de destilado
y asistido por microondas inhibieron in vitro a C. gloeosporioides aislado de
papaya a concentraciones del 30 y 20%.

A pesar de que se observo produccion de esporas, a medida que aumentaba
la concentracion iba presentando inhibicion del patogeno progresivamente,
lo que hace que el producto patente M2 UNACH Yy al extracto vegetal de
fruto de pimienta obtenido por microondas, sean productos potencialmente
efectivos para el control del patégeno en la concentracion adecuada. Asi
mismo en los tratamientos que presentaron crecimiento micelial registraron
formacion de conidias y germinadas, las cuales mostraron diferencias
estadisticas con respecto al testigo, inhibiendo la formacion de conidias
entre el 47.09 y 100% y la germinacion entre el 72.54 y 100%, ademas, en
observaciones realizadas en el microscopio, se aprecié que en los tratamientos
con concentraciones altas de producto se observaban conidias con afecta-
ciones en su estructura o forma.

Barros, et al., (2020), identifica mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (Gc-Em) los compuestos del aceite de P. dioica
obtenido mediante hidrodestilacién, obteniendo que contenia 76,88% de
eugenol, mismos que inhibieron el desarrollo micelial de hongos hasta 97,78%.

Padron (2010) reporta que en general, los aceites esenciales poseen
fuertes propiedades antibacterianas debido a que contienen un alto porcen-
taje de compuestos fenolicos como el eugenol. Lo anterior sugiere que
su mecanismo de accion sea similar al de otros compuestos fendlicos por
alteracion de la membrana citoplasmatica, interrumpiendo la fuerza motriz
de protones (pmF), el flujo de electrones, el transporte activo y la coagu-
lacion del contenido celular.
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Se ha encontrado que a concentraciones subletales de eugenol se inhibe
la produccién de amilasa y proteasas de B. cereus, deteriorando la pared
celular, lo que origina la lisis celular. Se cree que el grupo hidroxilo del
eugenol al que se unen ciertas proteinas, previene la accion enziméitica en
E. aerogenes (Denyer y Hugo, 1991b; Sikkema, et al., 1995.; Davidson, 1997;
Wendakoon y Sakaguchi, 1995 citados por Padrén), por lo que posiblemente
la accion mostrada por el extracto obtenido mediante microondas de P.
dioica sobre C. gloesporioides aislado de papaya se deba a este compuesto.

Tabla 2
Determinacion in vitro de la cMmI de pimienta fruto y Patente M2 UNACH sobre el
crecimiento y desarrollo de Colletotrichum gloesporioides aislado de C. papaya

. Crecimiento micelial  Conidias totales  Conidias germinadas
Tratamientos

(mm) (x 10* mL?) (x1103mL?)

T. patente 50% 0® 02 0?

T. patente 40% 0? 0? 02

T. patente 30% 0? 0? 0

T. patente 20% 0? 0? 0

T. patente 10% 50.00¢ 70.52° 6.252
Pimienta F Micr 50% 0® 0? 0?
Pimienta F Micr 40% 42.50° 524.58% 34.372
Pimienta F Micr 30% 50.00¢ 910.52%¢ 16.352
Pimienta F Micr 20% 50.00¢ 3636.61° 76.42
Pimienta F Micr 10% 50.00¢ 3088.22% 92.182

Control negativo 50.00¢ 6873.43¢ 335.72°

*Letras diferentes en columnas presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0.05)

CONCLUSIONES

El extracto obtenido de frutos de Pimienta dioica por el método de microondas
a una concentraciéon del 50% v/v resulta ser efectivo en el control in vitro
de C. gloesporioides asilado de Carica papaya.

La forma de extraccion por microondas de A. indica, O. vulgare, G.
sepium y P. dioica result6 ser mas eficiente que por destilacion, ya que a la
misma concentracion inhibieron el crecimiento, y la formacion y germinacion
de conidias de C. glosporioides aislado de C. papaya.

El extracto obtenido por microondas de P. dioica y el producto de patente
M2 UNACH, tienen potencial de ser una alternativa para el control de la
antracnosis de papaya, al reducir el crecimiento y desarrollo del patogeno.
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