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Resumen - La antracnosis y pudricion blanda en frutos de papaya provocan deterioro de la calidad, asi
como grandes pérdidas durante el manejo postcosecha. El uso de estrategias individuales para el control
de enfermedades resulta poco eficiente. Por lo anterior, en el presente estudio se evalud el efecto sinérgico
de varias estrategias de control sobre la incidencia de enfermedad causada por la inoculacion de esporas
de los hongos Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) y Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) en papaya var.
Maradol. Se evaluaron tratamientos resultantes de la combinacion del uso de biorecubrimientos compuestos
elaborados con quitosan (15 g L) adicionadas con aceites esenciales (AE) de clavo, tomillo y/o lima (5
6 10 mL L' de cada AE) y tres dosis de irradiacion UV-C (0.97 kJ-m, 2 kJ-m? y 2.88 kJ-m™), aplicados
a las 12, 24 y 48 h post-inoculacion de esporas de los fitopatogenos. El tratamiento donde se combiné el
biorecubrimiento adicionado con 10 mL L' de AE de clavo y 10 mL L' de AE de tomillo y una dosis de
irradiacion UV-C de 2.88 kJ m? (B1T92) aplicado a las 24 h post-inoculacion de esporas, logré mantener
la incidencia de enfermedad (para ambos hongos evaluados) a valores menores de 25% durante nueve dias
de almacenamiento a temperatura de 28 + 3 °C y 80% de HR. Este mismo tratamiento redujo la velocidad
especifica de la enfermedad, con valores de 0.549 y 0.029 d!' para C. gloeosporioides y R. stolonifer,
respectivamente. Otros tratamientos (B2T62, B1T34, B1T34, B1T94) presentaron actividad antifiingica
(valores promedio de incidencia de 35% durante todo el almacenamiento) para R. stolonifer. Los resultados
de este trabajo demuestran que el efecto sinérgico del uso de biorecubrimientos de quitosan con aceites
esenciales y energia UV-C controla el desarrollo de hongos causantes de antracnosis y pudricion blanda en
frutos de papaya Maradol.

Términos para indexacion: Colletotrichum gloeosporioides; Rhizopus stolonifer; sinergismo; incidencia
de enfermedad; velocidad especifica de infeccion.

Combination of uv-c radiation and chitosan films enriched with
essential oils for fungi control in papaya ‘Maradol’
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Abstract - Anthracnose and soft rot cause deterioration of quality as well as large losses during post-harvest
handling of papaya fruits. The single strategies for disease control is little efficient. We analyzed the effect
of to integrate control strategies on the incidence of disease caused by the inoculation of spores of the fungi
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) and Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) into papaya (Carica papaya L.)
‘Maradol’. The following treatments were evaluated: a combination of the use of composite films made
with chitosan (15 g L") enriched with clove, thyme and / or lime essential oils, (EO) (5 or 10 mL L' of
each EO) and three irradiation UV-C doses (0.97 kJ-m2, 2 kJ-m2y 2.88 kJ-m), applied at 12, 24, and 48 h
post-inoculation of phytopathogens spores. The treatment where combined coating with 10 mL L' of clove
EO and 10 mL L' of thyme EO and a UV-C irradiation at dose of 2.88 kJ m? (B1T92) applied at 24 h post-
inoculation was able to maintain the disease incidence lower than 25% (for both fungi) during nine days
of storage at tropical room conditions (28 = 3 °C and 80% RH). The same treatment reduced the specific
rate of the disease, with values of 0.549 and 0.029 d"' for C. gloeosporoides and R. stolonifer, respectively.
Other treatments (B2T62, B1T34, B1T34, and B1T94) had antifungal activity (mean values of incidence
of 35% throughout storage) for R. stolonifer. These results demonstrate that the synergistic effect of the use
of biofilms enriched with EO and UV-C irradiation controls the development of fungi causing anthracnose
and soft rot in Maradol papaya fruits.

Index terms: Colletotrichum gloeosporioides; Rhizopus stolonifer; synergist effect; disease incidence;
apparent infection rate

'Dr. en Ciencias Bioldgicas. Instituto de Biociencias, Universidad Autonoma de Chiapas. Tapachula, Chiapas, México. Correo-e¢: jose.vazquez@unach.mx
“Ingeniero Biotecnologo. Instituto de Biociencias, Universidad Autonoma de Chiapas. México Correo-e: humberto2407@outlook.com

*Dr. en Biotecnologia. Instituto de Biociencias, Universidad Autonoma de Chiapas. México Correo-e: msalvad@hotmail.com

“Dra. en Agricultura Tropical. Instituto de Biociencias, Universidad Autonoma de Chiapas, México. Correo-e: maria.adriano@unach.mx

°Dr. en Biotecnologia de Plantas. Instituto de Biociencias, Universidad Auténoma de Chiapas. México Correo-e: rrquijano@yahoo.fr

Dra. en Biotecnologia Agroalimentaria. Instituto de Biociencias, Universidad Autonoma de Chiapas. México Correo-e: didiana.galvez@unach.mx




2 A. Vazquez-Ovando et al.

Introduccion

Los consumidores son cada vez mas exigentes
respecto a la calidad de los productos que adquieren como
alimentos, es asi que, actualmente se prefieren productos
menos procesados (frescos), producidos bajo esquemas
organicos y, en la medida de lo posible sin el uso de
conservadores sintéticos (USALL et al., 2016). Entre
los productos frescos se encuentran las frutas tropicales
y especificamente la papaya (Carica papaya L.), la
cual, dada su fisiologia (climatérica) y susceptibilidad a
patdgenos, se somete a estrictos estandares de produccion y
manejo postcosecha para garantizar la inocuidad y calidad
requerida por el consumidor. Desafortunadamente estas
medidas no siempre son las mas sustentables o seguras. El
consumo de papaya aporta beneficios a la salud por ser rica
en azucares, fibra y betacarotenos, ademas por contener
papaina, enzima que ayuda a digerir los alimentos, entre
otras propiedades (HAMZAH et al., 2013), lo que la
vuelve una fruta atractiva tanto en el comercio local, como
en el nacional e internacional. En México, el volumen de
produccion ha ido incrementandose de manera paulatina,
pasando de 250,000 toneladas a principios de la década de
los noventa, a alrededor de 800,000 toneladas en la actual
década (FAO, 2013).

La principal amenaza de la papaya en postcosecha,
al igual que muchos otros cultivos tropicales, son
los hongos fitopatégenos, pues dafian su integridad y
demeritan la calidad final (PALAVECINO-RUIZ et al.,
2016). Entre los principales hongos fitopatogenos que
afectan a la papaya se encuentran los pertenecientes
a los géneros Colletotrichum spp. y Rhizopus spp.,
los cuales son causantes de antracnosis y pudricion
blanda, respectivamente (LI et al., 2013). Para eliminar
0 minimizar la presencia y/o desarrollo de estos y otros
agentes fitopatdgenos se emplean diversas tecnologias
postcosecha. Por mencionar solo algunas figura la
refrigeracion, que retarda el desarrollo de los patdgenos
(MUHAMMAD et al., 2011), aplicacion de fungicidas
sintéticos (PAGANI et al., 2014), el uso de irradiacion
gamma; irradiacion con luz ultravioleta sobre todo de onda
corta UV-C (SYAMALADEVI et al., 2014), aplicacion
de recubrimientos comestibles basados en polimeros,
y de éstos los elaborados con quitosan ya sea solos o
combinados con aceites esenciales (PERDONES et al.,
2016; SALVADOR-FIGUEROA et al., 2017) se han
popularizado por sus beneficios en el control de patogenos.
La busqueda de estrategias no dependientes del frio
(refrigeracion) que a pequefia escala resulta muy costosa,
ni del uso fungicidas sintéticos cuya sobreexposicion
puede generar problemas de resistencia en los patdogenos,
ademas de bioacumulacién en humanos, animales y el
ambiente, hace voltear hacia otras tecnologias menos
convencionales que puedan mejorar la calidad postcosecha
de papaya.

Asi, aunque el uso de la energia UV-C no es
reciente y se ha enfocado en el control de bacterias
patogenas que crecen en alimentos (USALL et al., 2016),
en la ultima década se ha incrementado su uso, bien de
manera individual (SYAMALADEVI et al., 2014) o
combinada con otras estrategias (ZHANG et al., 2013)
para controlar la presencia de hongos fitopatogenos. Se
reportan los efectos de su uso en mango (SRIPONG et
al., 2015; TERAO et al., 2015), pera (SYAMALADEVI
et al., 2014), fresas (JANISIEWICZ et al., 2016) y otros
(USALL et al., 2016). Otra estrategia que ha demostrado
eficacia para controlar el desarrollo de hongos en frutos
es la aplicacion de biorecubrimientos. Tezotto-Uliana
et al. (2014) demostraron que la aplicacion de quitosan
tanto en pre como en postcosecha resultd efectiva para
reducir la incidencia de hongos y mejorar los atributos
de calidad de frambuesas. Otros trabajos reportan el uso
de recubrimientos de quitosan de manera combinada,
por ejemplo, Yu et al. (2012) emplearon biopeliculas de
quitosan combinado con una levadura y lograron controlar
el desarrollo del moho azul en peras. De manera similar
Perdones et al. (2016) adicionaron aceites esenciales de
albahaca o tomillo a los recubrimientos de quitosan y
lograron aumentar el efecto antifungico contra Botrytis
cinerea, logrando mejorar la calidad de frutas de fresa.

Dado que los mecanismos de control de patdgenos
de la radiacion UV-C y del uso de recubrimientos es
diferente, el uso combinado de estas estrategias puede
potenciar el efecto antifungico. Ademas, a la fecha no se
cuenta con reportes deluso de energia UV-C y biopeliculas
de quitosan adicionadas con aceites esenciales de clavo,
tomillo y/o lima como estrategias de manera sinérgica para
la reduccion de antracnosis en frutas de papaya. Por lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
antifungico de biorecubrimientos de quitosan adicionadas
con aceites esenciales de clavo, tomillo y lima, sobre
la incidencia y velocidad ‘especifica’ de la enfermedad
causada por hongos fitopatdgenos en frutas de C. papaya
L. previamente irradiadas con radiacion UV-C.

Materiales y métodos
Reactivos

Se utilizo quitosan con 85% de desacetilacion y PM
=340.33 g mol", acido acético glacial, Tween® 20 y agar
dextrosa papa (ADP) todos de la marca Sigma-Aldrich®.
Aceites esenciales de clavo (Eugenia caryophyllata), lima
(Citrus aurantifolia) y tomillo (Thymus vulgaris) de la
marca Mayer®. Todas las sustancias quimicas empleadas
fueron de grado reactivo.
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Frutos

Se obtuvieron frutos de C. papaya L. var. Maradol
procedentes del ejido Alvaro Obregén del municipio de
Tapachula, Chiapas, México 14°54°37.8”N 92°20713.3”0.
Para la etapa de aseptizacion se emplearon 72 frutos en
estado de madurez fisiologica, libres de dafos visuales.
Para la etapa de evaluacion del efecto antifiingico de
los tratamientos se emplearon 96 frutos en las mismas
condiciones de calidad y madurez.

Aseptizacion de frutos

Para reducir y/o eliminar la presencia de formas
viables de hongos previos a la evaluacion, se emplearon
72 frutos. Después de lavar todos los frutos con agua
corriente y jabon neutro, se dividieron en tres grupos de
24 frutos cada uno y se aplico a cada grupo las siguientes
condiciones: 1) inmersion en 125 ppm de hipoclorito de
sodio durante 5 min, 2) alcohol etilico al 70% durante
5 min y 3) soluciéon de plata coloidal (Microdyn®, 0.5
mL-L") durante 10 min. Posteriormente los frutos fueron
almacenados en un cuarto cerrado a temperatura ambiente
(28 £ 3 °C) y cada 24 h se inspeccionaron visualmente
durante 10 d para detectar la presencia de dafio por hongos
(pudricion). A partir de estos datos se calcul la incidencia
de enfermedad (IDE) considerando el nimero de frutos
que presentaron sintomas entre el total de frutos para cada
condicion.

Aislamiento, identificacion y preparacion de
suspension de esporas

Siguiendo el procedimiento descrito por Zahid
et al. (2012), se prepararon las soluciones de esporas.
Para esto, se obtuvieron frutos de papaya con sintomas
de antracnosis y pudricion blanda colectados en campo,
a los cuales se tomaron muestras del micelio maduro.
Posteriormente se transfiri el micelio a cajas de Petri
con agar dextrosa papa (ADP) y se incubarona 25 +2 °C
hasta por 16 d. Los hongos aislados fueron identificados
a nivel de género segun procedimientos establecidos
por Barnett y Hunter (1972). Posteriormente se tomaron
fragmentos de micelio aislado y se resembraron en medio
ADP, se dejaron desarrollar las cepas por incubacion
de 7 d mantenidas a 25 + 2 °C. Cuando se observd
presencia de esporas se tomaron muestras y se analizaron
microscopicamente la morfologia de hifas, micelios,
apresorios y esporas, esto para identificar a nivel de
especie basado en los procedimientos antes citados. Para
verificar la identidad de los hongos se realizaron los
postulados de Koch y verificé la presencia de los hongos
fitopatogenos Colletrotrichum gloeosporioides y Rhizopus
stolonifer. Las cepas puras fueron inoculadas en botellas
Roux conteniendo medio ADP y se incubaron a 25 +2 °C

hasta observar la presencia de esporas (en promedio 8 d).
Se empleo solucion Ringer para recuperar las esporas de
las botellas Roux, a partir de esta solucion se realizaron
diluciones y resiembras consecutivas en placas de Petri
con medio ADP hasta obtener un cultivo monospdrico. A
partir de este cultivo se tomd nuevamente un fragmento
de micelio y se realiz6 el mismo procedimiento en botellas
Roux hasta la esporulacion. Estando presente las esporas
se recuperaron nuevamente en solucion Ringer a la cual se
le cuantifico la concentracion de esporas por recuento en
camara de Neubauer. Se obtuvo finalmente dos soluciones
con una concentracion de 4.1 x 10° esporas mL™! para el
hongo C. gloeosporioides y 4.2 x 10° esporas mL! del
hongo R. stolonifer.

Inoculacion de esporas en frutas de papaya

Con base en los resultados de la etapa de
aseptizacion, 96 frutos fueron sumergidos durante 5 min
en 125 ppm de hipoclorito de sodio. Posteriormente,
fueron secados con toallas de papel y se inocularon con
suspension de esporas siguiendo el procedimiento descrito
por Wang et al. (2014). A cada uno de los frutos se dibujo
una linea por toda la region transversal del fruto y en
una de las dos caras se dibujaron de manera aleatoria 10
circulos de 5 mm de diametro cada uno (20 circulos en
total por fruto). En cada uno de los diez puntos de una cara
se inocularon 4.1 x 10° esporas del hongo Colletotrichum
gloeosporoides; mientras que en cada uno de los 10 puntos
de la cara contraria se inocularon 4.2 x 10° esporas del
hongo Rhizopus stolonifer. Posteriormente, todos los
frutos fueron almacenados a 28 = 3 °C en un area con
80% de HR hasta completar los tiempos para ser tratados
(12, 24 0 48 h post-inoculacion).

Tratamientos y aplicaciéon

Para probar el efecto antifiingico, se evalud bajo
un diseno factorial tipo AxBxC (2x3x3) la combinacion
de tres factores, los cuales fueron; factor A: dos tipos de
recubrimientos basados en quitosan denominados Bl
(15 g L' de quitosan + 10 mL L' de aceite esencial de
clavo + 10 mL L' de aceite esencial de tomillo) y B2
(15 g L' de quitosan + 5 mL L' de aceite esencial de
clavo + 5 mL L' de aceite esencial de lima); factor B:
tres dosis de irradiacion UV-C denominados T3 (0.97
kJ m?), T6 (2 k] m?) y T9 (2.88 kI m™); y factor C: tres
tiempos de aplicacion de los tratamientos posteriores a la
inoculacion de esporas denominados 1 (12 h), 2 (24 h) y
4 (48 h). Esta combinacion da un total de 18 tratamientos
a los cuales se adicioné un testigo positivo (también a
tres tiempos de inoculacion) usando 5 g L' del fungicida
sintético Mancozeb® y un testigo absoluto (sin ningin
tratamiento) para dar un total de 22 tratamientos (Tabla
1). Cada tratamiento contenia cuatro replicas.
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Elaboracion de soluciones de los biorecubrimientos

Para elaborar las soluciones de los biorecubrimientos
se siguio el procedimiento descrito por Binsi et al. (2013).
Se disolvio quitosan (15 g L) de bajo peso molecular en
una solucién acuosa de acido acético glacial (10 mL L)
mediante agitacion magnética a 45 °C durante 24 h. Pasado
este tiempo, la solucion se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se adicionaron 5 mL L' de Tween 20%, luego
se mantuvo en agitacion por 2 h para su homogenizacion.
Con esta solucion como base se prepararon 2 tipos de
recubrimientos (SALVADOR-FIGUEROA et al., 2017);
el recubrimiento 1 (B1) conteniendo 10 mL L' de aceite
esencial de clavoy 10 mL L' de aceite esencial de tomillo;
mientras el recubrimiento 2 (B2) contenia 5 mL L' de
aceite esencial de clavo y 5 mL L' de aceite esencial de
lima. Ambas soluciones, después de adicionar los aceites
esenciales se sometieron a ultrasonicacion durante 5 min
empleando el sonicador Ultrasonic Processor© VCX 500
(500 W, 20 kHz), punta de 13 mm, amplitud de 60%;
50 s de sonicacion y 10 s de inactividad, logrando la
microemulsion caracteristica para la aplicacion a las frutas.

Aplicacion de recubrimientos

De los frutos previamente inoculados con esporas
de hongos fitopatogenos, de manera aleatoria se eligieron

32 frutos. Estos fueron divididos en ocho grupos de cuatro
frutos cada uno, también elegidos de forma aleatoria.
Exactamente 12 h después de inocular esporas, a cada
uno de los ocho grupos, se aplico los ocho tratamientos
correspondientes (B1T31,B1T61,B1T91,B2T31, B2T61,
B2T91, Mancozeb® y Testigo). De manera similar se
procedid con otros 32 frutos después de 24 h de inocular
esporas (B1T32, B1T62, B1T92, B2T32, B2T62,
B2T92, Mancozeb®y Testigo) y asi 48 h posteriores a la
inoculacion, el tltimo grupo de 32 frutos (B1T34, B1T64,
B1T94, B2T34, B2T64, B2T94, Mancozeb® y Testigo),
(Tabla 1). Para cada tiempo de inoculacion se establecio
un Testigo, siendo tres tratamientos de este tipo con un
total 12 frutos. Para la aplicacion de los tratamientos, los
cuatro frutos de cada grupo fueron expuestos a dosis de
irradiaciéon UV-C correspondiente, posteriormente las
soluciones de quitosan conteniendo los aceites esenciales
se aplicaron manualmente a los frutos con la ayuda de una
brocha de poliuretano y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Para el tratamiento con fungicida sintético, la
solucion de Mancozeb® fue aplicada a los frutos con el uso
de brocha de poliuretano. Cada tratamiento contenia cuatro
replicas. Después de la aplicacion de los tratamientos,
todos los frutos fueron almacenados a mismas condiciones
que se encontraban inicialmente (28 £ 3 °C y 80% de HR)
hasta por nueve dias.

Tabla 1 - Tratamientos evaluados para hacia la aplicacion de biopeliculas adicionadas con aceites esenciales en frutos

de papaya previamente irradiadas con energia UV-C.

Tiempo de aplicacion

Cddigo de . ) o Dosis de energia i
_ Tipo de biorecubrimiento > posterior a la
tratamiento UV-C (k] m?) inoculacién (h)
BIT31 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 0.97 12
BIT32 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 0.97 24
B1T34 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 0.97 48
BIT61 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 2.0 12
BIT62 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 2.0 24
B1T64 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 2.0 48
BIT91 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 2.88 12
B1T92 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 2.88 24
B1T9%4 Quitosan + 10 mL L' AEC + 10 mL L' AET 2.88 48
B2T31 Quitosan + 5mL L' AEC + 5 mL L' AEL 0.97 12
B2T32 Quitosan + 5 mL L'AEC + 5mL L' AEL 0.97 24
B2T34 Quitosan + 5 mL L'AEC + 5 mL L' AEL 0.97 48
B2T61 Quitosan + 5 mL L'AEC + 5 mL L' AEL 2.0 12
B2T62 Quitosan + 5 mL L'AEC + 5 mL L' AEL 2.0 24
B2T64 Quitosan + 5 mL L' AEC + 5 mL L'AEL 2.0 48
B2T91 Quitosan + 5 mL L' AEC + 5 mL L' AEL 2.88 12
B2T92 Quitosan + 5 mL L' AEC + 5 mL L"'AEL 2.88 24
B2T94 Quitosan + 5 mL L' AEC + 5 mL L' AEL 2.88 48
Mancozeb®l e e 12
Mancozeb®™2 e e 24
Mancozeb®™ e e 48
Testigo e meemee e

AEC= aceite esencial de clavo, AET= aceite esencial de tomillo, AEL= aceite esencial de lima
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Exposicion a energia UV-C

Se utilizé como fuente de energia UV-C (A 200-280
nm) lampara germicida Marca Sankyo Denki Modelo
G15T8. Las frutas fueron sometidas a la radiacion UV-
C, segun el procedimiento descrito por Pinheiro et al.
(2016), con modificaciones. Para lograr las tres dosis
preestablecidas de energia, los frutos se expusieron frente a
la lampara durante 3 min (0.97 kJ-m2), 6 min (2 kJ-m?)y
9 min (2.88 kJ-m?) respectivamente. La fuente de energia
se mantuvo a 30 cm de distancia de las frutas y los frutos
fueron rotados tres veces (en funcion del tiempo total)
para exponer a la luz UV-C toda la superficie de los frutos.

Presencia de hongos

Se cuantifico la incidencia de enfermedad de hongos
(IDE %) realizando modificaciones al procedimiento
sugerido por Bosquez-Molina et al. (2010). Se registro
el nimero de puntos inoculados que mostraron signos
de la enfermedad divididos entre el total de puntos
inoculados por fruto y por hongo (diez) multiplicado por
100. Se considerd a cada fruto como una repeticion y se
consideraron cuatro repeticiones por tratamiento.

Analisis de datos

Los datos obtenidos de la IDE fueron sometidos
a analisis de varianza por dia de muestreo y cuando
se encontraron diferencias entre medias se analizaron
mediante la prueba del rango multiple de Duncan a un
nivel P<0.05 (ONG Y ALI 2015) utilizando el programa
estadistico Infostat Profesional© v2011. Los datos de la
incidencia fueron transformados usando la formula de

transformacion logistica Ln=y (1—y)™ para Colletotrichum
gloeosporiodes y Ln=1 (1—y)! para Rhizopus sotolonifer),
posteriormente graficados contra el tiempo de muestreo.
A partir de la ecuacion de la recta se estimo6 el valor de
la pendiente y se considerd como la velocidad especifica
(VE) de la incidencia de enfermedad con unidades en d!
(MCKAY et al., 2014).

Resultados

Aseptizacion de frutos

En la Tabla 2 se muestran los valores de IDE
producida por hongos fitopatdégenos en frutos durante
la etapa de aseptizacion. Durante los primeros 3 d de
almacenamiento, no se presentd sintomas de infeccion
visible en los frutos de ninguno de los tratamientos; sin
embargo, a partir del cuarto dia aparecieron sintomas de
antracnosis y/o pudricion blanda en los frutos tratados
con alcohol etilico al 70%. Los frutos tratados con 125
ppm de hipoclorito de sodio se mantuvieron sin signos de
infeccion durante 6 d, pero al dia siete la infeccion fue mas
severa que al inicio de los otros dos tratamientos (16.66%
vs 8.33%). Cuando se empled 0.5 mL-L"! de plata coloidal,
los valores de IDE se mantuvieron en cero por 5 dias de
almacenamiento y al iniciar los sintomas (dia seis) 2/24
de los frutos presentaron la enfermedad. Al término del
almacenamiento (dia 10) la incidencia fue de 33.3% en
todos los tratamientos.

Tabla 2 - Valores de incidencia de enfermedad en frutos de papaya con tres tratamientos de aseptizacion. Frutos

almacenados a 28 °C y 80% de HR durante 10 dias.

Tiempo de almacenamiento

Incidencia de enfermedad (%)

Alcohol etilico

(dias) Hipoclorito de sodio (125 ppm) (70% v v1) Plata coloidal (0.5 mL L)
0 0 0 0
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 8.3 0
5 0 16.6 0
6 0 16.6 8.3
7 16.6 33.3 8.3
8 33.3 333 25
9 33.3 333 25
10 33.3 333 333
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IDE en frutos de papaya inoculados con C.
gloeosporioides y R. stolonifer

En las Figuras 1, 2 y 3 se muestran los valores de
IDE en frutos de papaya, provocada por los hongos C.
gloeosporioides (Figuras 1A, 2Ay 3A) y por R. stolonifer
(Figuras 1B, 2B y 3B) con tratamientos aplicados a las 12
h (Figura 1), 24 h (Figura 2) y 48 h (Figura 3) después de
la inoculacion de esporas. De manera general la presencia
de signos de la infeccidon aparecieron en el cuarto dia de
almacenamiento.

Para los frutos que se trataron a las 12 h posteriores
alainoculacion, los tratamientos de Mancozeb® y Testigo
tuvieron los valores mas bajos de IDE (5%) el dia que
aparecieron los sintomas (cuarto dia de almacenamiento);
sin embargo para el dia cinco fueron los tratamientos
B2T61 y Testigo los que presentaron menor IDE del
hongo C. gloeosporioides (Figura 1A), siendo solamente
el tratamiento Testigo significativamente diferente del
resto de tratamientos. A excepcion de los dias 5y 6 post-
inoculacion, para los demas dias no se encontr6 diferencias
estadisticas entre tratamientos (P > 0.05).

Los tratamientos aplicados a las 12 h de la
inoculacion de esporas mostraron un ligero efecto sobre
IDE, producida por R. stolonifer, puesto que la aparicion
del dafio ocurri6 al cuarto dia de almacenamiento solo
para dos tratamientos y con valores por debajo del 10%
de IDE. De todos los tratamientos, donde se aplico la
biopelicula de quitosan conteniendo aceites esenciales
de clavo y lima combinado con UV-C dosis de 2 kJ m™
(B2T61) mantuvo el menor valor de IDE hasta el final del
almacenamiento, con 67.5% contra los demas tratamientos
que mostraron 70-100% de IDE. Contrario a lo que
ocurri6 con C. gloeosporioides, 1a aplicacion del fungicida
sintético mantuvo una IDE de 0% hasta el séptimo dia de
almacenamiento siendo estos dias diferente (P < 0.05) de
otros tratamientos, sin embargo, la presencia de sintomas
fue observada el dia ocho y la IDE alcanzando 57.5% al
final del almacenamiento (Figura 1B), siendo para este dia
estadisticamente igual (P> 0.05) a los demas tratamientos.

Del mismo modo, cuando los tratamientos
antifungicos se practicaron 24 h después de la inoculacion
de esporas, la presencia de dafio por C. gloeosporioides
se observo al cuarto dia de almacenamiento en cinco de
los ocho tratamientos (Figura 2A) con valores de IDE
2.5% (Mancozeb®) hasta 22.5% (B1T32) con diferencias
significativas (P <0.05) entre tratamientos. El tratamiento
de biorecubrimiento de clavo-tomillo y dosis de UV-C
de 2.88 kJ m? (BI1T92) exhibié potencial inhibidor de
germinacion de las esporas o del desarrollo del micelio
pues atn el dia 7 solo se contaba con un valor de 10% para
IDE. Sin embargo, este retraso en IDE no se prolong6 mas
alla del dia 8, donde la IDE se duplicé y alcanzé el 25%
al final del almacenamiento. Este mismo tratamiento fue
estadisticamente diferente (P <0.05) de otros tratamientos

para varios de los dias evaluados (Figura 2A).

En la figura 2B se presentan valores de IDE causada
por R. stolonifer. Se observé dafo visible (2.5-30%) al
cuarto dia en los frutos de cuatro tratamientos. En contraste,
tres tratamientos postcosecha mostraron efectividad para
el control de la germinacion de conidios, al igual que los
frutos no tratados. Dos tratamientos mostraron eficiencia
para reducir la IDE. El tratamiento donde se aplico
biorecubrimiento conteniendo aceites esenciales de clavo-
tomillo combinado con dosis de 2 kJ m? de UV-C (B2T62)
controlo la aparicion de signos de la enfermedad (0% de
IDE) hasta el dia 5 y para el final del almacenamiento
la IDE fue de 10%, siendo estadisticamente diferente
(P < 0.05) de los demaés tratamientos (excepto B1T92 y
B2T62) los dias 8 y 9 de evaluacion. De manera similar
el tratamiento B1T92 mantuvo la IDE en valores de 0%
hasta el dia seis y con valores de 15% para el dia final de
la evaluacion (Figura 2B).

En la Figura 3 se presentan los valores (promedio)
para IDE en frutos tratados a las 48 h posteriores a la
inoculacion de esporas. El dafio inicial causado por C.
gloeosporiodes aparecio el cuarto dia de almacenamiento
en tres tratamientos (Figura 3A), siendo la IDE de 2.5%
en el tratamiento B1T94, 30% en el testigo y 10% en
los frutos tratados con Mancozeb®. A pesar de que el
tratamiento B1T94 mostré menores valores de IDE (10%
al quinto dia), el aumento fue gradual con el transcurso
del tiempo y al final del almacenamiento la IDE fue de
65%. Para todos los demas tratamientos, la IDE fue >
77.5% hacia el dia final del almacenamiento, siendo
estadisticamente iguales (P> 0.05) todos los tratamientos.

Cuando se evaluo el efecto de los tratamientos sobre
la IDE causada por R. stolonifer, se observo la menor
incidencia durante todo el estudio en los tratamientos que
fueron recubiertos con la biopelicula 1 (B1, compuesta
de quitosan y adicionada con aceite esencial de tomillo y
lima), independientemente de la dosis de radiacion UV-
C, pues los tres tratamientos recubiertos con esta pelicula
(B1T34, B1T64 y B1T94) mantuvieron durante todo el
estudio valores de IDE menores a 52.5% (Figura 3B).

Velocidad especifica (VE) de IDE

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la
velocidad especifica de IDE causada por C. gloeosporioides
y R. stolonifer en frutos de papaya tratados a las 12,24 y
48 h después de la inoculacion de esporas y almacenados
a28 +3 °Cy 80% de HR. De manera general se puede
ver que los tratamientos aplicados a las 24 h después de
la inoculacion con esporas presentaron valores de menor
magnitud en la VE con respecto a los mismos tratamientos
aplicados tanto a las 12 h como a las 48 h. Los valores
de la VE en esta condicion se encontraron en algunos
tratamientos por debajo de los presentados para los
tratados con el fungicida sintético y con el testigo absoluto.
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También en concordancia con lo observado para las
IDE, los tratamientos con menores IDE correspondieron
con los de menor velocidad (VE). Asi, el tratamiento

B1T92 tuvo la menor VE de IDE para C. gloeosporioides
y este mismo tratamiento junto con el tratamiento B2T62
presentaron los valores mas bajos en la VE de IDE para
R. stolonifer.

Tabla 3 - Velocidad especifica de la incidencia de enfermedad causada por Colletotrichum gloeosporioides y Rizhopus
stolonifer en frutos de papaya Maradol tratados con diferentes estrategias. Para detalles de los tratamientos ver Tabla

1.
Tratamiento Velocidad especifica (d)
Colletotrichum gloeosporioides Rizhopus stolonifer

B1T31 1.252 0.682
B1T61 1.086 0.518
BI1T91 0.786 0.228
B2T31 1.098 0.455
B2T61 0.798 0.291
B2T91 0.872 0.347
B1T32 0.956 0.666
B1T62 1.047 0.357
B1T92 0.549 0.029
B2T32 0.610 0.395
B2T62 0.554 0.027
B2T92 0.654 0.179
B1T34 1.248 0.103
B1T64 1.100 0.107
B1T9%4 0.833 0.168
B2T34 0.907 0.507
B2T64 1.680 0.613
B2T94 1.352 0.586
Mancozeb®1 1.056 0.568
Mancozeb®2 0.829 0.249
Mancozeb®4 0.708 0.293
Testigo* 0.976 0.441

*Para este tratamiento, los valores se obtuvieron como el promedio de las tres condiciones de tiempo post-inoculacién evaluadas (12, 24 y 48 h)

Discusion

El uso de hipoclorito de sodio como sanitizante
de los frutos ha sido ampliamente documentado. El
tratamiento donde se aplico hipoclorito de sodio (125 ppm)
fue seleccionado para ser empleado en la etapa posterior,
con el criterio que logré mantener niveles menores (0%)
en IDE durante los primeros 6 dias de almacenamiento,
la ausencia de efectos adversos en los frutos y el minimo
costo de su implementacion incluso a gran escala. El uso
de una menor concentracion a la reportada para la mayoria
de los frutales (150-250 ppm de hipoclorito de sodio); se
debio al posible dafio por la susceptibilidad que los frutos
de papaya presentan por el efecto prolongado de dosis por
arriba de 130 ppm (DUAN et al., 2016). En esta etapa del
estudio, aunque no se evaluaron parametros de calidad o
textura en los frutos, se observo que los frutos tratados
con alcohol al 70% presentaron signos de dafio por el
tratamiento, después de nueve dias de almacenamiento, la

epidermis de los frutos se mostro ligeramente deshidratada
(rugosa) y con una coloracion opaca no caracteristica de
los frutos de papaya en la postcosecha. A diferencia de
otros vegetales con piel mas resistente donde el etanol
no produce dafios (MANI-LOPEZ et al., 2016), por
las caracteristicas texturales de las papayas, es posible
que los frutos perdieran parcialmente la cubierta cerosa
(XIE et al., 2008) y con esto se desestabilizaran células
epidérmicas por efecto de la concentracion de alcohol
utilizada, descartado asi este método de sanitizacion.
Losresultados de esta etapa demuestran que ninguno
de los tratamientos utilizados, logré impedir la presencia
del patogeno al 100% al final del almacenamiento. Lo
anterior puede tener varias posibles explicaciones: a)
Que los agentes aseptizantes no lograron inactivar la
totalidad de las esporas del hongo de la epidermis del
fruto y una vez transcurrido el periodo de adaptacion al
hospedante (etapa de quiescencia), las esporas iniciaron
la germinacion (TIAN et al., 2016); b) que las soluciones
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aseptizantes no lograron penetrar la epidermis del fruto y
posiblemente las esporas de los hongos, ya se encontraban
en proceso de adaptacion a la epidermis (penetracion de
apresorios en estomas o grietas naturales) y solo iniciada la
maduracion sensorial de los frutos se completo la aparicion
de los signos de enfermedad (GARCIA-BENITEZ et al.,
2016); y ) que los frutos pudieran haber sido aseptizados
de manera eficiente con el tratamiento, pero durante el
almacenamiento se re-infectaron con esporas del ambiente
(USALL et al., 2016).

Con excepcion del tratamiento codificado como
B1T92 que exhibio la menor IDE y la menor VE,
el comportamiento de la IDE durante los 9 dias de
almacenamiento fue similar para los demas tratamientos
independientemente de si se realizaron 12 h (Figura
1A), 24 h (Figura 2A) o 48 h (Figura 3A) después de la
inoculacion, lo que pone de manifiesto la limitada capacidad
de los tratamientos mencionados para contrarrestar la IDE
causada por el hongo C. gloeosporiodes a condiciones
ambientales del tropico humedo. Esto es contrario con los
reportes de la disminucion de sintomas de antracnosis en
frutos de mango cuando se emple6 de manera combinada
energia UV-C y tratamiento hidrotérmico (SRIPONG et
al., 2015) y aunque los tratamientos no son equivalentes
pueden indicar mayor resistencia del hongo que infecta
a papaya Maradol a factores fisicos como tratamiento
antifingico.

En varios de los tratamientos evaluados en el
presente estudio se observaron mayores valores de
IDE comparados incluso con el tratamiento testigo (sin
ningun tratamiento) sobre todo cuando los tratamientos se
practicaron después de 12 h (Figura 1) y 24 h (Figura 2).
Esta respuesta inusual hace pensar que los tratamientos
aplicados en esos lapsos de tiempo pudieron incluso
ejercer un efecto positivo sobre la germinacion de esporas,
ya que al recubrir los frutos pudo haberse creado un
microambiente con acumulacion de volatiles inducidos por
la radiacion UV-C, como los cuales argumentaron Droby
et al., (2008). Existen reportes de que cuando se emplean
dosis de UV-C (2, 4 y 6 kJ m™?), puede lograrse un efecto
indeseable, pues se desactivan en el fruto mecanismos de
defensa a patogenos, los cuales a su vez se comportan con
mayor agresividad y perjudican rapidamente la epidermis
de los frutos (ZHANG et al., 2013). Algo como esto podria
explicar la poca efectividad de los tratamientos contra el
hongo C. gloeosporiodes donde se observo mayor IDE y
VE en los primeros 5 dias de evaluacion.

Por el contrario, los resultados obtenidos con los
tratamientos que mostraron eficiencia para el control de
R. stolonifer (B1T92, B2T62, B1T34, B1T64, B1T94)
podrian sugerir induccién de proteinas de resistencia
a enfermedades por parte de los frutos debido a los
recubrimientos con aceites esenciales y las dosis de
UV-C empleadas (USALL et al., 2016) o, incremento en
la produccién de enzimas que participan en la defensa
contra patégenos como fenilalanina-amonio-liasa (PAL),
peroxidasa (POD), quitinasa (CHI) y B-1,3-glucanasa

(GLU) como se ha reportado ocurre en otras frutas que
son irradiadas con energia UV-C (SRIPONG et al., 2015).
Lo comun en la mayoria de estos tratamientos (excepto
B2T62) es sin embargo, la biopelicula 1, lo que también
esta demostrando el efecto sinérgico de la combinacion
sobre la IDE. El uso de quitosan como recubrimiento
combinado con aceite esencial de tomillo ha mostrado
efectividad contra la antracnosis de aguacate (BILL et
al., 2014), y el mecanismo propuesto también sugiere
incremento en la actividad enzimatica de CHI y GLU. El
uso del recubrimiento también pudo ser el responsable de
la reduccion en la VE de la incidencia de la enfermedad
observada en estos tratamientos, pues modifica el
microambiente de desarrollo de los patogenos.

El fungicida sintético empleado en el presente estudio
(Mancozeb®) no fue eficiente para controlar al hongo
fitopatogeno C. glooesporioides bajo ninguna de las
condiciones evaluadas y mostré eficiencia parcial para
el control del hongo R. stolonifer cuando se aplico a las
12 h posteriores a la inoculacion de esporas (Figura 1B).
A pesar de que algunos reportes atin sugieren el uso de
este pesticida (SANTAMARIA-BASULTO et al., 2011),
previamente se ha reportado la baja eficiencia de este
mismo fungicida contra hongos fitopatégenos en papaya
(SALVADOR-FIGUEROA et al., 2017) y se argumenta
la posible presencia de mecanismos de resistencia de
estos fitopatogenos. Esta posibilidad es la mas sélida
puesto que el mecanismo de accion de este ditiocarbamato
no sistémico esta dirigido hacia la interrupcion del
metabolismo de los lipidos, la respiracion y la produccion
de ATP por parte del hongo.
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Figura 1 - Incidencia de enfermedad (IDE) causada por C. gloeosporioides (A) y R. stolonifer (B) en frutos de papaya
tratados bajo diferentes procesos 12 h después de la inoculacion con esporas. Letras diferentes por dia denotan diferencia
significativa (prueba de Duncan, P < 0.05). Los dias donde no se encontré diferencia estadistica no tienen letras.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal, 2018, v. 40, n. 3: (e-688)



10 A. Vazquez-Ovando et al.

Incidencia de enfermedad (%)

Incidencia de enfermedad (%)

Tratamientos

Figura 2 - Incidencia de enfermedad (IDE) causada por C. gloeosporioides (A) y R. stolonifer (B) en frutos de papaya
tratados bajo diferentes procesos 24 h después de la inoculacion con esporas. Letras diferentes por dia denotan diferencia
significativa (prueba de Duncan, P < 0.05). Los dias donde no se encontr6 diferencia estadistica no tienen letras.
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Figura 3 - Incidencia de enfermedad (IDE) causada por C. gloeosporioides (A) y R. stolonifer (B) en frutos de papaya
tratados bajo diferentes procesos 48 h después de la inoculacion con esporas. Letras diferentes por dia denotan diferencia
significativa (prueba de Duncan, P < 0.05). Los dias donde no se encontrd diferencia estadistica no tienen letras.
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Conclusion

Se encontro efecto antifingico de biorecubrimientos
de quitosan adicionados con aceites esenciales y
aplicacion de irradiacion UV-C. El tratamiento B1T92
consistente biopelicula de quitosan + aceites esenciales
de clavo (10 mL L) y tomillo (10 mL L) + dosis de
irradiaciéon UV-C (2.88 kJ m?) aplicados a las 24 h
después de inocular esporas de hongos resultd el mas
eficiente para contrarrestar la IDE, con valores de 25%
en C. gloeosporioides y 15% en R. stolonifer al final del
almacenamiento; asi como reducir la VE de IDE. Por lo
tanto, la aplicacion de energia UV-C en combinacion con
el uso de recubrimientos de quitosan adicionadas con
aceites esenciales, puede contribuir en eliminar pérdidas
posteriores a la cosecha, asi como reducir el uso de
fungicidas sintéticos en el control de esta enfermedad en
papaya variedad Maradol.
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