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RESUMEN

La demanda de productos alimentos GRAS (generalmente considerados como seguro)
aumenta cada vez, ya que toda sustancia que se agrega intencionalmente a los alimentos es
considerada aditivo alimentario y para conservacion de productos frescos después de la
cosecha se utilizan quimicos que afectan a la salud del consumidor. Es por ello esta
investigacion, una propuesta innovadora con el fin de valorar la actividad antifingica del
aceite esencial obtenido por hidrodestilacion de hojas de Citrus limon en comparacién con
uno comercial de corteza en tres niveles de concentraciones frente a hongos patégenos
Fusarium sp y Rhizopus stolonifer, principales microorganismos causantes del deterioro
postcosecha, estos fueron aislados e identificados a partir de Carica papaya L. y Carica
papaya var. Solo sunrise. El experimento se realiz6 con la técnica de difusién de PDA mas
solucion de aceite esencial y tween 20 para una homogénea mezcla, se evalud crecimiento
radial en 48, 96 y 168 horas y germinacién de esporas se sacaron las medias porcentuales
de los datos de la fase experimental se le aplico disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial y prueba de significacion Tukey al 95%. Las concentraciones de 100 pl,
200 pl y 300 ul (1, 2 'y 3%) de aceite esencial de hojas de Citrus limony 200 pl y 300 ul (2
y 3%) de aceite esencial comercial frente a R. stolonifer, inhibi6 en su totalidad, mientras
Fusarium sp fue inhibido a partir de concentraciones de 200 pl y 300 pl (2 y 3%) de aceite
esencial de hojas de Citrus limon, mientras que los demas tratamientos inhibieron en
menores cantidades y en algun caso 0%. Se determind que el aceite esencial que tiene

mejores propiedades antifungicas es el de hojas de C. limon.

Palabras Claves: Medicion Radial, Conteo de Esporas, hidrodestilacion,

microorganismaos.
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ABSTRACT

The demand for food products GRAS (generally regarded as safe) increases each time, as
any substance that is intentionally added to food is considered a food additive and for
conservation of fresh produce after harvest are used chemicals that affect the health of the
consumer. This is why this research, an innovative proposal in order to assess the
antifungal activity of the essential oil obtained by hydrodistillation of Leaves of Citrus
limon compared with a commercial one of bark on three levels of concentrations in relation
to pathogenic fungi Fusarium sp and Rhizopus stolonifer, main microorganisms that cause
postharvest deterioration, these were isolated and identified from Carica papaya L. and
Carica papaya var. Solo sunrise. The experiment was performed with the technique of
dissemination of PDA more solution of essential oil and tween 20 for a homogeneous
mixture, radial growth was evaluated in 48, 96 and 168 hours and germination of spores
were removed the half percentage points of the data of the pilot phase was applied
Completely Randomized Design (DCA) with factorial arrangement and significance test
Tukey to 95%. The concentrations of 100 pl, 200 pl and 300 ul (1, 2, and 3%) of Essential
Oil of Citrus limon and 200 ul and 300 pl (2 and 3%) of essential oil trade with respect to
R. stolonifer, inhibited in its entirety, while Fusarium sp was inhibited at concentrations of
200 pl and 300 pl (2 and 3%) of Essential Oil of Citrus limon, while other treatments
inhibited in smaller quantities and in some cases 0%. It was determined that the essential

oil that has a better antifungal properties is the leaves of C. lemon.

Keywords: Radial measurement, Count of spores, hydrodistillation, microorganism.



TABLA DE CONTENIDO

O 1 I PSR I
DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS .......cccevvsiiieieieireiseinenn, i
CERTIFICACION DE CULMINACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION....... i
CERTIFICADO DEL REPORTE DE LA HERRAMIENTA DE PREVENCION DE
COINCIDENCIA Y/O PLAGIO ACADEMICO. .............. iError! Marcador no definido.
CERTIFICADO DE APROBACION POR TRIBUNAL DE SUSTENTACION................ \Y
AGRADECIMIENTO ..ottt sttt ne st enesre s Vi
DEDICATORIA ...ttt sttt be st ne b e nean s Vii
RESUMEN ...ttt ettt ettt s et saene bt nes viii
ABSTRAGCT ..ottt ettt s et et et be bt r e e be st et ne et e e ne st nes iX
TABLA DE CONTENIDO ..ottt st X
CODIGO DUBLIN ...ttt ettt sttt ne bt ans XV
T oo [0 To ol o] o DS R PRSP 1
CAPITULO | CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION.......c.cccoevivnnnns 3
1.1.  Problema de INVESIQACION .......c.ccveiiieiiiie et 4
1.1.1.Planteamiento del problema..........ccooieeriniic e 4
1.1.2.Formulacion del problema..............ccoooiviiiiiiiiicccccceccee e 5
1.1.3.Sistematizacion del problema ..o 5

1.2, ODBJELIVOS ...ttt bbbt 6
1.2.1.0DJELIVO GENEIAL.......cocvvveciceciceeeee e 6
1.2.2.0bjetivos ESPECITICOS......c.ccviiiiecieieieiecee e 6

1.3 JUSHITICACION ...ttt 7
I o 110 To] (=] 3OS 7
CAPITULO 1l FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION............ 8
2.1, Marco CONCEPLUAL.......ccoveiiiieie ettt srae e 9
2.1 1. ACEITES ESENCIAIES ...t 9
2.1.2. Aceite eSENCIal de COMEZA ........coveueueeeeeieieieeeeee e 11
2.1.3.Extraccion de aceite 8SENCIAL ..........ccceeurrriieieerrcee e 11

2.1 4 HIArOUESTHACION .......viiiiciieies ettt 11
2.1.5.CariCa PAPAYA ....c.cvieerereeiieieteieeste ettt ettt e sttt et s s aebese s 11

2.1 11, IMHCOTOXINAS ..eveveecrcncieieteisestcse ettt ettt s ettt seeneaas 14
2.1.12. MetabolitoS SECUNUANTOS.........ceueeeeeieerieieieieeeee e 14



2.1.13.  Actividad ANtIfUNQGICA........cccveveverereieieieeeiceeeee e 15

2114, TEIPENOS. ..ottt ettt ettt bbb 15
2.1.15. MONOterpernos Y SESQUITEIPENOS .......cceueuriiiiierireresesiesesesesese e seaesesessasaens 15
2.1.16.  LIMONENO ...eieieieiiiieieisie sttt ettt ettt et et sesesnsesennnnnens 16
2.2. Marco referenCIal..........ccooviieiiiiie e s 16
2.2.1. Aceites eSENCIAlES 08 CITIICOS. ...ttt 16
2.2.2.Aceites esencial de corteza de limMON ...........ccceeviiieceesecee e 17
2.2.3.Aceites esenciales de hojas de liMON ..., 18

2.2.4.Actividad antifungica de aceites esenciales y sus compuestos sobre el
crecimiento de Fusarium sp. aislado de papaya (Carica papaya) ..........ccccceeeeenee. 18

2.2.5.Actividad antifungica del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis L.) sobre
hongos postcosecha en frutos de lechosa (Carica papaya L.)......c.cccccoevevevevennenee 19

2.2.6.Evaluacion preliminar de la actividad fungicida de los aceites esenciales de
eucalipto (Eucalyptus tereticornis, Myrtaceae) y cascara de naranja (Citrus

sinensis, Rutaceae) sobre algunos hongos filamentosos............ccccceeeeeerencnnen. 19
2.2.7.Efecto de cuatro aceites esenciales sobre FUSArium SP ..........ccccevevevevevereevevenennnen. 20
2.2.8.Evaluacion in vitro de la actividad fungistatica del aceite esencial de mandarina

sobre el crecimiento de PeniCHIUM SP ......ccceuvviiiieirceeeseee s 20
2.2.9.Antifungal activity of lemon (Citrus lemon L.), mandarin (Citrus reticulata L.),

grapefruit (Citrus paradisi L.) and orange (Citrus sinensis L.) essential oils..... 21
2.2.10. Desarrollo de un envase activo adicionado con aceites esenciales de citricos

para el control de la podredumbre en freSa .........cccoeeeveeeveeecceceeeee s 21

CAPITULO 11l METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION..........cccovviiireirirein. 23
3L, LOCAHZACION ....cuieiieiieiee ettt 24
3.5, Disefio de 1a INVESIGACION ........cceiveiiiic e 25

3.5. 1. FaCtOres e EStUIO .....cvovvieceeeeieirisicee ettt 25
3.6.  Instrumentos de INVEStIGACION ..........cooeiiiiieiiiiee e 26
3.7.  Tratamiento de 10S datOS ........ceiiiiiiiieiee et 26
3.8.  Recursos humanos Y MaterialesS...........ccevveiieiieiieie e 26
3.8.1.RECUISOS NUMANOS ......oviriniieieiriiceieie sttt 26
3.8.2.Materiales de 1aD0ratorio ..........cceueueueueieieiceeeee e 27
3.9.  Manejo especifico del eXperimento. .........cccccveeveeiie e 28

CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION ......covvveiireieereeere oo, 31

4.1, RESUITAUOS. ..o.veeeieeiieiieeie ettt nte e s re e be e st e sneesteeneeaneenseens 32
4.1.1. Aislamiento e identificacion de hongos patogenos presentes en Carica papaya L.
y Carica papaya var. SO0 SUNFISE. .....cccueevivieieiiie e 32

Xi



4.1.2.Concentracion inhibitoria de aceite esencial de Citrus limon de hojas obtenido
por hidrodestilacion y de aceite comercial de corteza en hongos identificados de
Carica papaya L. y Carica papaya var. SOl0 SUNFISE.........cccceereveierereeeririrnns 33

4.1.3.Comparar la actividad Antifangica del aceite esencial de Citrus limon (Limon
sutil) de hojas obtenido por hidrodestilacion y de aceite comercial de corteza. . 36

4.2, DISCUSION. ...viiviiiieieeieieie sttt ettt et et e tesbesteareereeneenseneas 37
4.2.1. Aislamiento e identificacion de hongos patdgenos presentes en Carica papaya L.
y Carica papaya var. SO0 SUNFISE. ...ttt 37

4.2.2.Concentracion inhibitoria de aceite esencial de Citrus limon de hojas obtenido
por hidrodestilacion y de aceite comercial de corteza en hongos identificados de
Carica papaya L. y Carica papaya var. SOl0 SUNFISE.........cccceeeeivereeerererirnns 38

4.2.3.Comparar la actividad Antifangica del aceite esencial de Citrus limon (Limo6n
sutil) de hojas obtenido por hidrodestilacion y de aceite comercial de corteza. . 39

CAPITULO V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .......ooveeveeeeeeeeeeeeennns 41
B L. CONCIUSIONES. ...ttt e e e e e e eee s 42
5.2, RECOMENUACIONES. ....eeeeee ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeeeens 42

CAPITULO VI BIBLIOGRAFIA ..o oo et ereeer e e esaeenenae e, 43
B.1.  BibHOGrafia. ....coieieieieieee e 44

CAPITULO VI ANEXOS ..o oo et e e et aese s e e e e e s ae e es e aesnenn s 48

xii



Cuadros

Cuadro 1.
Cuadro 2.

Cuadro 3.
Cuadro 4.
Cuadro 5.
Cuadro 6.
Cuadro 7.
Cuadro 8.
Cuadro 9.
Cuadro 10.
Cuadro 11.

Tablas
Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.

Figuras
Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.

INDICE DE CUADROS

Descripcion Factores de EStUTIO..........cccorririiiiiiisiee e, 25
Combinacidn de los tratamientos propuestos para la identificacion de

la actividad antifungica de aceites esenciales de hojas y corteza de

Citrus limon (Limdn Sutil) para la inhibicion de hongos de papaya........... 26
Materiales, equipo y reactivos para aislamientos de hongos........................ 27
Materiales, equipo y reactivos para preparacion de PDA............c.cccccvenee. 27
Materiales, equipo y reactivos para repique de hongos...........cccccvevverveennenn. 27
Materiales, equipo y reactivos para inhibicion de hongos...........c..ccccevene.. 27
Materiales, equipo y reactivos para conteo de eSporas........cccocevvereerreennnn. 28
Medias de inhibicion en crecimiento radial entre interacciones.................. 34
Medias de inhibicién en germinacidn de esporas entre interacciones......... 35
Medias de inhibicion en crecimiento radial entre factores ............c.cccceuenee.. 36
Medias de inhibicion en germinacion de esporas entre factores.................. 37

INDICE DE TABLAS

Péagina
Partes empleadas en la obtencion de aceite esencial.................c.......... 10
Clasificacion de los aceites esenciales..............ocovviiiiiiiiiininiienn 10
Clasificacion de terrenos .........o.vviniiiie e 15
Ubicacion geografica..........c.ooviiiiiiii e 24
INDICE DE FIGURAS
Pagina
Estructura del genero RNIZOPUS...........c.ooiviiiiiiiiiii e, 13
Estructura del genero FUsSarium Sp..........cc.ocooveviiiiiiiiiiie e 13
Monoterpenos Y SESQUItEIPEN0S. ......viri ittt 16
Compuestos del aceite esencial de cortezade limon......................... 17

xiii



Anexos

Anexo 1.
Anexo 2.
Anexo 3.
Anexo 4.
Anexo 5.
Anexo 6.
Anexo 7.
Anexo 8.
Anexo 9.

Anexo 10.

Anexo 11.
Anexo 12.

Anexo 13.

Anexo 14.
Anexo 15.

INDICE DE ANEXOS

Pagina

Crecimiento radial de [0S tratamientos ............coceovrieiieierenc i, 48
Crecimiento radial de 10S teStIGOS ........ccveviiiieiiiie e 50
Germinacion de esporas en tratamientos .........cc.ccevvevrereseeneese s 50
Germinacion de esporas en teStIJOS ......coerrirerereine e 51
Porcentaje de inhibicion radial en tratamientos............ccoceovviviinicieneene, 51
Porcentaje de inhibicidn radial en testigos..........ccovvevviveiiere e, 51
Porcentaje de inhibicidn de esporas en testigos.........ccovevveveiiieieesieeiennn, 52
Porcentaje de inhibicion de esporas en tratamientos ............cccccoeeererinenen, 52
Diagrama de flujo del proceso de obtencion de aceite esencial de

N0Jas CItruS HMON. .....oviiiiiiiic e 53

Diagrama de flujo del proceso de inhibicion de hongos (Fusarium sp

y R. stolonifer) aislados de dos variedades de papaya.............cccccveverreennenn. 54
Fotos de la Fase experimental ... 55
Cuadro de Varianzas para porcentaje en crecimiento radial y esporas

(]t U0 - To] (0t IS TOSURRS 62
Pruebas de significacion Tukey (Statgraphics e InfoStat) y graficos

(InfoStat) para porcentaje en crecimiento radial y esporas............c.ceeveueene. 64
TECNICAS 8 LaDO atONI0 .. et eee ettt e e e e et e e e e e e e e e eeeees 74
Certificado de 1aDOratorio ... ..ceeee et 78

Xiv



CODIGO DUBLIN

Evaluacion de la actividad antiflngica de aceites esenciales de hojas y corteza de
Citrus limon (limén sutil) para la inhibicién de hongos patdgenos presentes en

Titulo: Carica papaya L. (papaya maradol) y Carica papaya var. Solo sunrise (papaya
hawaiana), Quevedo 2016
Autor: Vélez Calderon Shirley Narcisa

Palabras clave:

Medicién Radial | Conteo de Esporas | Hidrodestilacién Microorganismos

Fecha de publicacion:

Editorial: Quevedo: UTEQ 2016
Resumen: Resumen.- La demanda de productos alimentos GRAS (generalmente considerados
(hasta 300 palabras) como seguro) aumenta cada vez, ya que toda sustancia que se agrega

intencionalmente a los alimentos es considerada aditivo alimentario y para
conservacion de productos frescos después de la cosecha se utilizan quimicos que
afectan a la salud del consumidor. Es por ello estd investigacion, una propuesta
innovadora con el fin de valorar la actividad antifingica del aceite esencial obtenido
por hidrodestilacion de hojas de Citrus limon en comparacién con uno comercial de
corteza en tres niveles de concentraciones frente a hongos patégenos Fusarium sp y
Rhizopus stolonifer, principales microorganismos causantes del deterioro
postcosecha, estos fueron aislados e identificados a partir de Carica papaya L. y
Carica papaya var. Solo sunrise. El experimento se realiz6 con la técnica de difusion
de PDA mas solucidn de aceite esencial y tween 20 para una homogénea mezcla, se
evalud crecimiento radial en 48, 96 y 168 horas y germinacién de esporas se sacaron
las medias porcentuales de los datos de la fase experimental se le aplico disefio
completamente al azar (DCA) con arreglo factorial y prueba de significacion Tukey
al 95%. Las concentraciones de 100 pul, 200 ply 300 pl (1, 2 y 3%) de aceite esencial
de hojas de Citrus limon y 200 pl y 300 ul (2 y 3%) de aceite esencial comercial
frente a R. stolonifer, inhibid en su totalidad, mientras Fusarium sp fue inhibido a
partir de concentraciones de 200 pl y 300 ul (2 y 3%) de aceite esencial de hojas de
Citrus limén, mientras que los demas tratamientos inhibieron en menores cantidades
y en algin caso 0%. Se determind que el aceite esencial que tiene mejores

propiedades antiflingicas es el de hojas de C. limon.

Descripcion:

Hojas : dimensiones, 29 x 21 cm + CD-ROM 6162

URI:
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Introduccion

Los productos alimenticios son perecederos por naturaleza y requieren proteccion contra el
deterioro durante su preparacion, almacenamiento y distribucion para darles tiempo de
conservacion deseado. La demanda de productos minimamente procesados, preparados
facilmente, y listos para comer alimentos frescos, la globalizacion del comercio de
alimentos, y la distribucion de procesamiento centralizado plantean desafios importantes

para la seguridad alimentaria y de calidad [1].

La papaya es un fruto climatérico, cuya maduracion ocurre rdpidamente poco después de la
cosecha, caracterizandose por ser una fruta muy perecedera [2]

Los hongos son los principales patdgenos que estdn asociados con las pudriciones
postcosecha de frutas y hortalizas durante el transporte, el almacenamiento y la
comercializacion, estas pudriciones causadas en postcosecha reducen la vida util y afectan
negativamente el valor comercial de las frutas, ademas generan pérdidas econdémicas por
causa de los hongos, éstos son capaces de producir micotoxinas y metabolitos secundarios

que tienen efectos adversos en humanos y animales [3].

Los recubrimientos pueden funcionar como vehiculos de una amplia gama de aditivos
alimentarios, incluidos compuestos antimicrobianos con el fin de proporcionar atributos
superiores, tales como el control de microorganismos. Los aceites esenciales son algunos
de los aditivos naturales. Existe una amplia evidencia de que los aceites esenciales
extraidos de diferentes especies de plantas presentan inhibicion contra hongos y bacterias

[4].

Existe una creciente preocupacion por el nivel de residuos de plaguicidas en los alimentos.
Esta preocupacion busca otras soluciones a los pesticidas sintéticos. Recientemente ha
habido un interés considerable en la lista de compuestos GRAS (generalmente considerado
como seguro). Unos ejemplos de compuestos GRAS son de plantas de origen natural
bioldgicamente activos. Generalmente se asume estos extractos de plantas que son mas
aceptables y menos peligrosos que los compuestos sintéticos. Esto significa que los aceites
esenciales que son materiales de calidad alimentaria registrados, se podrian utilizar como

alternativa anti-hongos y anti-bacterianos como tratamientos para los productos frescos.

[5].



Las plantas pueden producir aceite esencial para muchos y diversos fines; por un lado
protegen a la planta de plagas, enfermedades e inclusive de la invasion de otras plantas,
para atraer insectos y aves (polinizantes) [6]. Estas cualidades de proteccion y atraccion, se
ven reflejadas en propiedades: antinflamatorias, antibacterianas, antifingicas,
antioxidantes, anticancerigenas asi también propiedades antisépticas, antidepresivas y
afrodisiacas, entre otras, presentes en mayor o menor grado en la totalidad de los aceites

[7].

Los aceites esenciales cubren un amplio espectro de actividades, segun [8]‘son productos
vegetales constituidos generalmente por alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos,

cumarinas, glicésidos, terpenos, fenilpropanos y acidos organicos’.

El prop6sito de esta investigacion es probar el potencial antifungico de los aceite esencial
de hojas y corteza de Citrus limon (Limon sutil) obtenidos mediante hidrodestilacion en el
laboratorio de biotecnologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo y adquirida en
la empresa ISABRUBOTANIK S.A de la ciudad de Ambato aplicados para la inhibicion

hongos presentes en la papayas.

Para ello se realizé la identificacion de hongos patdgenos presentes en Carica papaya L.
(Papaya Maradol) y Carica papaya var. Solo Sunrise (Papaya Hawaiana), determinacion
de la concentracion Optima de aceite esencial de hojas y cortezas de Citrus limon (Limén
sutil) para la inhibicion de hongos aislados de dos variedades de papaya Carica papaya L.
(Papaya Maradol) y Carica papaya var. Solo Sunrise (Papaya Hawaiana) y comparacion la
actividad Antifangica del aceite esencial Citrus limon (Limdn sutil) de hojas obtenido de la

hidrodestilacion y corteza de origen comercial.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

Los frutos de papaya al ser climatéricos son altamente perecederos y susceptibles al ataque

de microorganismos patdgenos, que causan grandes pérdidas en poscosecha [9].

Los hongos més cominmente encontrados en papayas son Rhizopus, Cladosporium sp. y
Fusarium sp. Una vez dentro del fruto el hongo penetra la semilla, la cual se seca y
oscurece. Toda la cavidad es colonizada por el hongo y la pulpa adyacente a ésta. El tejido
infectado se observa acuoso al principio, pero en las etapas finales de la infeccion toma un
color negro y apariencia firme. Los frutos infectados se amarillan y maduran

prematuramente [10].

Actualmente, se estan buscando nuevas alternativas para controlar la presencia de hongos
contaminantes de alimentos asi como de las toxinas que ellos puedan producir, empleando
compuestos de origenes naturales que sean inofensivos tanto para el hombre como para el

ambiente y que posean propiedades antifingicas.

Diagnostico

Los géneros Fusarium, Rhizopus son en su mayoria los responsables de las alteraciones en
frutas y hortalizas, que afectan el aspecto fisico, caracteristicas organolépticas y dificultad
de conservacion, también se le suma que estos microorganismos son causantes de alergias
e intoxicaciones en los consumidores, debido a que producen estructuras especializadas
que se depositan sobre el producto, penetran, invaden y eventualmente colonizan
masivamente el tejido para causar dafio y posteriormente segregar sustancias, como

consecuencia de su metabolismo secundario.

Prondstico
Los aceites esenciales de Citrus limon de hojas obtenido por hidrodestilacion y de aceite
comercial de corteza inhibe a Fusarium sp. y Rhizopus stolonifer tanto en crecimiento

radial y germinacion de esporas.



1.1.2. Formulacion del problema

¢Se desconoce la actividad antifingica de aceite esencial de hojas y corteza de Citrus

limon (limon sutil) en la inhibicion de hongos patdgenos presentes en papayas?

1.1.3. Sistematizacion del problema

Se requiere identificar los hongos patdgenos presentes en Carica papaya L. (Papaya

Maradol) y Carica papaya var. Solo Sunrise (Papaya Hawaiana).

No se conoce la concentracion dptima de aceite esencial de Citrus limon (Limon sutil) de
hojas obtenido por hidrodestilacion y de aceite comercial de corteza para la inhibicion de

hongos aislados de papaya.

Se desconoce la actividad Antifangica del aceite esencial de Citrus limon (Limon sutil) de

hojas obtenido por hidrodestilacion y aceite comercial de corteza.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antiflngica de aceites esenciales de hojas y corteza de Citrus limon
(limén sutil) para la inhibicion de hongos patdgenos presentes en Carica papaya L.

(papaya maradol) y Carica papaya var. Solo sunrise (papaya hawaiana).

1.2.2. Objetivos Especificos

1. ldentificar los hongos patégenos presentes en Carica papaya L. (Papaya Maradol)

y Carica papaya var. Solo Sunrise (Papaya Hawaiana).

2. Determinar la concentracion inhibitoria de aceite esencial de Citrus limon (Limon
sutil) de hojas obtenido por hidrodestilacion y de aceite comercial de corteza en

hongos identificados de Carica papaya L. y Carica papaya var. Solo Sunrise.

3. Comparar la actividad Antifungica del aceite esencial de Citrus limon (Limon sutil)

de hojas obtenido por hidrodestilacion y de aceite comercial de corteza.



1.3. Justificacion

El propdsito de la Investigacion es el uso de aceites esenciales para inhibir hongos
patdgenos presentes en las papayas con el fin alargar la vida atil de frutas ya que diversas

enfermedades fitopatdgenas causan la podredumbre y acorta su vida de anaquel del mismo.

Los aceites esenciales de plantas aromaticas como lo es el limdn se producen en la zona es
una ventaja ya que aparte de ser utilizadas en otras necesidades diarias del hombre sirve

como propuesta a darle otro valor en la produccion agroindustrial.

Con la obtencidn de estos aceites esenciales se disponer de un compuesto natural que actue
como antifungico en alimentos frescos para alargar la vida util del alimento que no afecte
la salud del consumidor y en la industria disponer de una materia prima de calidad libre de

microorganismos.

1.4. Hipotesis

Los hongos patogenos presentes en papaya seran inhibidos por el Aceite esencial de Citrus

limon (Limén sutil) de hojas y de corteza en tres niveles de concentracion.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de sustancias obtenidas de planas, que presentan como

caracteristicas principales su compleja composicion quimica y su caracter fuertemente

aromatico [11].

Son una mezcla de componentes volatiles, producto del metabolismo secundario de las

plantas. Las esencias son mezclas mas o menos complejas en cuya composicién entra una

porcion de hidrocarburos de la serie polimetilénica del grupo de los terpenos que

responden la formula (CsHg)n (Mmonoterpenos, n= 2; sesquiterpenos, n = 3; diterpenos, n =

4; etc.) junto con otros compuestos casi siempre oxigenados (alcoholes, éteres, ésteres,

aldehidos y compuestos fendlicos) que son los que transmiten a los aceites esenciales el

aroma que las caracteriza [12].

Tabla 1.

Partes empleadas en la obtencion de aceite esencial

Aceite Esencial

Parte de la Planta utilizada

Ciprés, jara

Lavanda, lavandin

Menta, hierva limoén, eneldo
Geranio, Petitgrain

Neroli, rosa, ylang

Limén, naranja, mandarina
Romero, tomillo, ajedrea, mejorana
Melisa

Abeto de Siberia
Manzanilla

Canela

Cedro

Lima

Clavo

Vetiver

Mostaza

Ramas

Sumidades floridas
Planta entera

Hojas

Flores

Flavedo (capa externa del fruto)
Planta entera con flor
Planta fresca
Aciculas

Flor seca

Corteza

Madera

Fruto entero

Botones florales

Raiz

Semillas

Fuente: Ortufio, (2006)



Tabla 2. Clasificacion de los aceites esenciales

Criterio Clasificacion

Ejemplos

Fluidos

Consistencia )
Balsamos

Oleorresinas

Liquidos muy volatiles a temperatura
ambiente: esencias de menta, salvia, limdn,
albahaca, etc.

De consistencia espesa, poco volatiles y
propensos a polimerizarse: balsamo de
copaiba, balsamo de Perd, etc.

Liquidos muy viscosos 0 sustancias
semisolidas: caucho, gutapercha,

oleorresina de paprika, etc.

Naturales

Origen
Artificiales

Sintéticas

Se obtienen directamente de la planta y no
se someten posteriormente a ninguna
modificacion fisica o quimica: esencias de
plantas aromaticas y flores.

Se obtienen a través de los procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con
uno de sus componentes principales, o son
la mezcla de varias esencias naturales, por
ejemplo, esencia de anis enriquecida con

anetol.

Mezclas de diversos productos quimicos

obtenidos sintéticamente.

Monoterpenoides
Naturaleza

Quimica de los Sesquiterpenoides

componentes
o Compuestos
Mayoritarios )
oxigenados

Esencias de albahaca, salvia, menta, etc.
Esencias de ciprés, copaiba, jengibre, etc.

Esencias de geranio, jazmin, lavanda,

ylang, etc.

Fuente: Pavas y Vega (2005)
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2.1.2. Aceite esencial de corteza

Se denomina "aceite esencial o esencia natural de limén™ al producto volatil obtenido del
epicarpio fresco del fruto, por expresion o raspado, se lo obtiene generalmente por
destilacion al vapor, se trata de un liquido de color amarillo palido a verde amarillento,
posee un aroma fresco que recuerda a la cascara madura del fruto, tiene una densidad
relativa a 20/20 °C es de 0,850 a 0,859 entre sus caracteristicas esta que es volatil, soluble
en alcohol o éter y poco soluble en agua, el principal constituyente quimico del aceite

esencial de limon, es el limoneno que representa algo més del 60 % [13].

2.1.3. Extraccion de aceite esencial

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante varios métodos
como son: expresion, destilacion con vapor de agua, extraccion con solventes volatiles,
enfleurage y con fluidos supercriticos. ElI material vegetal es exprimido para liberar el
aceite y este es recolectado y filtrado. Este método es utilizado para el caso de las esencia
de citricos [14].

2.1.4. Hidrodestilacion

Es el método en el cual el material vegetal es cargado sobre una rejilla; sin embargo en este
caso, el agua adicionada, siempre est4 en contacto con dicho material; luego se deja en
presencia de calor hasta el punto de ebullicidn, el vapor penetra los tejidos de la planta y
disuelve una parte del aceite esencial presente en las estructuras contenedoras. Esta
solucion acuosa se difunde a través de las membranas de las células y el aceite se vaporiza
inmediatamente desde la superficie; el proceso continda hasta que se remueve todo el

aceite contenido en las glandulas de la planta [15].

2.1.5. Carica papaya

El papayo (Carica papaya L.) es una especie dicotiledonea de pequefias plantas
semilefiosas tropicales apreciada por sus palatables frutos semejantes al melon, pertenece a
la familia Caricaceae la que comprende a los siguientes géneros: Carica, Cylicomorpha,
Jacaratia y Jarilla. Carica incluye alrededor de 21 especies todas nativas de américa
tropical [16].
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El fruto de la papaya es una baya ovoide, cuya forma varia de casi esférica a oblonga o
periforme. Posee una cavidad cuyo tamafio puede ser pequefia 0 mayor que la mitad del
diametro del fruto. Esta cavidad contiene las semillas que pueden ser muy numerosas 0
practicamente no existir. La pulpa es de color amarillo anaranjado o rojizo, suculenta y

aromatica, de sabor agradable y dulce [17].

2.1.6. Microorganismos

Son organismos muy pequefios, no visibles a simple vista, de tamafio microscopico,
dotados de individualidad, con una organizacion biologica elemental. Corresponden a
organismos tales como bacterias, hongos y levaduras, es decir procariotas y eucariotas que

midan menos de una décima de milimetro [18].

2.1.7. Hongos

Organismos presentes en la naturaleza que al depositarse en un alimento son capaces de
alterar sus caracteristicas organolépticas. Existen hongos unicelulares como las levaduras y
pluricelulares como los mohos. Algunos en la elaboracién de alimentos y otros pueden
causar el deterioro de los mismos [19].

2.1.8. Mohos

El término moho se suele aplicar para designar a ciertos hongos filamentosos
multicelulares cuyo crecimiento en la superficie de los alimentos se suele reconocer
facilmente por su aspecto aterciopelado o algodonoso, a veces pigmentado. Generalmente
todo alimento enmohecido se considera no apto para el consumo. La identificacion y
clasificacion de los mohos se basa en observaciones macroscopicas y microscopicas [20].

2.1.9. Rhizopus stolonifer

Descripcion morfologica: Hongo filamentoso que presenta esporangidforos sin ramificar
(de hasta 2 mm x 20 pm), de color pardo oscuro que nacen de un nudo de rizoides bien
desarrollados. Esporangios esféricos negros (de hasta 275 um de diametro) con columela.
Esporangiosporas negras de 8 a 15 um. Abundantes rizoides y zigosporas esféricas de

pared gruesa, desnuda (de hasta 200 um de diametro) y clamidosporas ausentes.
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Figura 1. Estructura del genero
Rhizopus
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Rhizopus nigricans

2.1.10. Fusarium sp

Colonias de crecimiento répido (cubren practicamente
toda la superficie de la placa en tres dias a 25 °C) de
aspecto  consistente, con denso micelio aéreo,
algodonosas, al principio blancas, después gris oscuras
(micelio rojizo, grisiceo o marrén). Se reconoce
facilmente por sus espolones hialinos o parduzcos, sus
rizoides numerosos y pardos y sus esporangios negros y

lustrosos (brillantes) [21].

Descripcion mmorfologicas: Al microscopio, la fidlide es generalmente fina, con forma de

botella; simple o ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un

poro de la fidlide) o polifialidica (de varios poros). Los macroconidios presentan forma de

medialuna, hialinos y septados. Para su correcta clasificacion es importante el largo, ancho,

curvatura, septos, agrupaciones mucoides (esporodoquios) y detalles de las células de los

extremos (célula apical y pie). Los microconidios, ausentes en algunas especies, poseen

variadas formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras

mucoides llamadas “falsas cabezas”), en cadenas largas o cortas; todas observables a la

lupa (40x).

Figura2.  Estructura del genero Fusarium sp

F eguiseti

Fusarium
sporofrichiioide s

F. verticifloides

. semifectum
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Por ultimo, pueden observarse las clamidosporas caracteristicas con doble pared gruesa,
lisa 0 rugosa; de manera aislada, en pareja o en grupo. Existen distintos medios que
permiten su crecimiento; entre ellos, agar papa dextrosa (PDA), agar Sabouraud, agar
Clavel (CLA), agar de Spezieller Nahrstof-farmer (SNA) y agar avena. Los agares PDA y
Sabouraud permiten observar el diametro de la colonia, morfologia y pigmento (café, rojo,
violeta, naranja, gris, blanco) difusible al medio, mientras que el agar CLA, permite
observar el desarrollo de cadenas de microconidios y morfologia en detalle de

macroconidios [22].

2.1.11. Micotoxinas

Son sustancias venenosas producidas por algunos hongos que se encuentran mayormente
en las siembras de granos y en nueces, pero también pueden ser encontradas en el apio,
jugo de uvas, manzanas y en otras frutas y vegetales. Existen muchos de ellos y cientificos
continuamente descubren hongos nuevos. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO, por sus siglas en inglés) estima que un 25% de las
cosechas a nivel mundial son afectadas por las micotoxinas, de las cuales las aflatoxinas

son las mas notorias [23].

Son compuestos ubicuos que difieren en sus propiedades quimicas, biologicas Yy
toxicoldgicas. Una micotoxicosis primaria se produce al consumir vegetales contaminados,
y secundaria al ingerir carne o leche de animales que comieron forrajes con micotoxinas
[24].

2.1.12. Metabolitos Secundarios

Son utilizados como mecanismos de defensa de las plantas contra depredadores:
microorganismos, insectos y herbivoros. Algunas plantas de las que se explotan su esencia
(terpenoides), pigmentos (quinonas y taninos), su sabor (terpenoide capseisina del
pimienton dulce) en donde se han encontrado que poseen propiedades medicinales.
Algunas de las hierbas y especias que se utilizan para dar sazon a los alimentos también

contienen compuestos con usos medicinales [25].
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2.1.13. Actividad Antifangica

Engloba cualquier sustancia capaz de producir una alteracion tal de las estructuras de una
célula fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de
supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los

sistemas de defensa del huésped [26].

2.1.14. Terpenos

Estos compuestos son las sustancias mas abundantes en el mundo de los productos
naturales y estdn formadas por varias unidades isoprenicas, cuyo ndmero sirve como

criterio para la clasificacion de los terpenos [12]:

Tabla 3. Clasificacion de terpenos

Nombre Unidades N° de &tomos
isoprénicas de carbono

Monoterpenos 2 Cio
Sesquiterpenos 3 Cis
Diterpenos 4 C20
Sesterterpenos 5 Cas
Triterpenos 6 Cso
Carotenoides 8 Cao
Resinoides n (Cs)n

Fuente: Pavas y Vega (2005)

2.1.15. Monoterpernos y sesquiterpenos

Son terpenos de 10 y 15 atomos de carbonos derivados biosintéticamente de
geranilpirofosfato (GPP) y farnesilpirofosfato (FPP) respectivamente. La Figura muestra
ejemplos de monoterpenos y sesquiterpenos naturales. De acuerdo con su estructura se les

clasifica segun el nimero de ciclos como aciclicos, monociclicos, biciclicos, etc [14].

15



Figura3.  Monoterpenos y sesquiterpenos
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Fuente: Martinez, A (2003)

2.1.16. Limoneno

El limoneno C10H16 es un monoterpeno Opticamente activo, es empleado como solvente
en champus y jabones para mascotas, como disolvente en la elaboracién de pinturas, y ha

sido empleado como ingrediente activo de formulaciones pesticidas [15].

2.2. Marco referencial

2.2.1. Aceites esenciales de citricos

Los AE de loscitricos (mandarina, limén, naranjay lima) tienen una demanda
alta, principalmente en la industria de alimentos, farmacéutica y de cosméticos, son
utilizados en la preparacion de aromatizantes, saborizantes, desinfectantes ambientales y
en procesos de sintesis quimica. Los AE de citricos pueden ser extraidos mediante
prensado en frio, hidrodestilacion, fluidos supercriticos e hidrodifusién con microondas y

gravedad entre otros [27].

Los aceites esenciales de citricos pueden ser una adecuada alternativa al uso de
conservantes quimicos en la industria de alimentos, al verificar la actividad antifungica de
aceites esenciales de limon, pomelo y naranjo dulce sobre los principales hongos causantes
de pérdidas en los alimentos (Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium chrysogenum y P.

verrucosum) [28].

16



2.2.2. Aceites esencial de corteza de limén

El aceite de limon, contiene aproximadamente 2 % de sustancias no volatiles en su

mayoria en la forma de Coumarince, alrededor de 18 alcoholes, 16 aldehidos, 11 ésteres, 3

cetonas, 4 &cidos, y 23 hidrocarburos. Los componentes mayoritarios del aceite esencial

obtenido por prensado de la cascara son:

63 % limoneno (Monoterpeno monociclico)
12 % beta-pineno (Monoterpeno Biciclico)

9 % gama-terpineno (Monoterpeno monociclico)

Otros componentes cualitativamente importantes son:

1,5 % geranial (aldehido)

1,0 % neral (limon) (aldehido)

0,5 % neril acetato (frutal, floral, rosa)

0,4 % geranil acetato (frutal, floral, rosa)

0,2 % citronelal (fuerte, citrico, verde)

0,2 % linalol (brillante, lavanda) (monoterpeno aciclico)

0,1 % nonanal (fuerte)

Fuente: Cerutti & Neumayer (2004).

Los hidrocarburos de terpenos, los cuales constituyen la mayor parte del aceite son

insolubles en agua y susceptibles a oxidaciones. Para producir un aceite estable y soluble

se llevan a cabo operaciones de extraccion, concentracion y deterpenizacion [29].

Figura4. Compuestos del aceite esencial de corteza de limon
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Fuente: Cerutti & Neumayer (2004).
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2.2.3. Aceites esenciales de hojas de limon

Los aceites esenciales de hojas de citricos aislados "Pant Limén-1" tiene al limoneno
(38,2% respectivamente) como el principal constituyente, y otros en menor porcentaje

como se detalla a continuacion [30]:

38 % limoneno
15 % geranial
10 % neral

8 % linalool

Otros componentes cualitativamente importantes
son:
3,5 % neral

3,2 % 6-rnethyl-hept-5-en-2-one

3,0 % alfa terpineol
3,0 % geraniol

1,8 % oxido linalool
1,4 % cittronellol
0,8 % linalool

0,2 % alfa- pinene
0,1 % Beta-terpineol
0,1 % citronellal

Fuente: Kumar, B, Pant, Gupta, & Brophy (2015)

2.2.4. Actividad antifungica de aceites esenciales y sus compuestos sobre

el crecimiento de Fusarium sp. aislado de papaya (Carica papaya)

El efecto antifingico de aceites esenciales y sus compuestos fue investigado en bioensayos
de inhibicidn del crecimiento micelial de Fusarium sp. Durante ocho dias de incubacion se
midié el diametro de la colonia y se determin0 la tasa de crecimiento micelial. En general,
el mejor efecto antifingico fue observado con el aceite de Thymus vulgaris, el cual
presentd una total inhibicion a 200, 250 y 300 pg/ml. Los aceites de Cinnamomum
zeylanicum, Syzygium aromaticum y Teloxys ambrosioides, exhibieron una inhibicion del

crecimiento micelial dependiente de la dosis al incrementarla de 100 a 300 pg/ml. Mientras

18



que los aceites de Allium sativum, Citrus aurantifolia, Ruta chalepensis, Mentha piperita y
Eucalyptus globulus tuvieron actividad antifungica baja en las diferentes concentraciones
probadas. Todos los compuestos con excepcion del cineol tuvieron un efecto fungicida o

fungistatico [31].

2.2.5. Actividad antifungica del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis L.)

sobre hongos postcosecha en frutos de lechosa (Carica papaya L.)

Los hongos postcosecha causan pudriciones que afectan la calidad de los frutos de lechosa
(Carica papaya L.). Actualmente los aceites esenciales son considerados una alternativa a
los fungicidas quimicos para controlar estos hongos. En este estudio se evalud la actividad
antifangica del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis L.) sobre los hongos
Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium indicum, Fusarium solani, Rhizopus stolonifer
y Aspergillus flavus, en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) en un disefio
completamente al azar. Los resultados mostraron que existe un efecto inhibidor del aceite
esencial de naranja (AEN) en el crecimiento micelial de los hongos in vitro, superior al
80% a concentracion de AE de 1%, y 100% de inhibicion a concentraciones de 2,5% y 5%
de AE (p<0,05). Al ser utilizado como recubrimiento de los frutos, a concentraciones de
2,5% y 5%, disminuye la presencia de lesiones en los mismos, sin diferencias significativas
(p<0,05), con igual comportamiento en efectividad in vitro e in vivo. EI AEN puede ser una
alternativa factible, para el control natural y eficaz de hongos postcosecha, causantes de
grandes pérdidas en frutas para exportaciéon y consumo [3].

2.2.6. Evaluacion preliminar de la actividad fungicida de los aceites esenciales
de eucalipto (Eucalyptus tereticornis, Myrtaceae) y cascara de naranja

(Citrus sinensis, Rutaceae) sobre algunos hongos filamentosos

Se evaluo la actividad antifungica de los aceites esenciales de Eucalyptus sp (Myrtaceae) y
cascara de naranja, Citrus sinensis (Rutaceae) a diferentes concentraciones frente a los
modelos bioldgicos: Trichoderma harzianum, Absidia sp y Fusarium oxysporum, hongo
que es considerado como un patdégeno importante de humanos y plantas. El aceite esencial
de eucalipto inhibié completamente el crecimiento de este hongo a 3000 ppm, mostrando
mayor potencial inhibitorio que el fungicida comercial Dithane empleado a 10000 ppm.

Los hongos Absidia sp y Trichoderama harzianum resultaron ser mas susceptibles a los
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componentes del aceite y su crecimiento fue inhibido por completo a 1000 ppm. El aceite
esencial de cascara de naranja fue menos efectivo y solamente mostro actividad fungicida

sobre el hongo Trichoderma harzianum a 11000 ppm [32].

2.2.7. Efecto de cuatro aceites esenciales sobre Fusarium sp

En este trabajo se determiné la actividad antifingica in vitro, de cuatro aceites esenciales,
sobre tres aislados de Fusarium sp. (F2 y F5 de Fusarium solani (Martius) Appel &
Wollenweber emend. Snyder & Hansen y F3 de Fusarium redolens Wollenweber),
patdgenos en el cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) en Cuba. El bioensayo se
realiz6 segun un disefio completamente aleatorizado y se utiliz6 el método de discos de
papel de filtro inoculados con los aceites, colocados en contacto directo con los discos de
los aislados de Fusarium. Se evalud el crecimiento radial de los hongos hasta las 96 horas.
El aceite de Piper auritum Kunth (caisimon de anis) provoco total inhibicion en el
crecimiento de los aislados del fitopatdgeno; por su parte, el aceite de Piper aduncum
subsp. ossanum (C. DC.) Saralegui (platanilllo de Cuba) demostré poseer alto poder
fungistatico. El aceite de Melaleuca quinquenervia (Cav) S.T. Blake (melaleuca) produjo
poca inhibicion del crecimiento en los tres aislados, y el de Citrus sinensis L. Osbeck
(naranjo dulce) (a la concentracion evaluada) no inhibié ningun aislado, lo que limita el
posible uso de estos en la préctica. El aceite de caisimén de anis, resultd ser el mas
destacado, se recomienda continuar investigando sus propiedades para el control de

fitopatogenos [33].

2.2.8. Evaluacion in vitro de la actividad fungistatica del aceite esencial de

mandarina sobre el crecimiento de Penicillium sp

En este trabajo se evalud y comparo in vitro la actividad antifungica del aceite comercial
de mandarina, timol y carvacrol, a concentraciones de 40 y 50 ppm, usando el método de
difusion en agar y pruebas microbiol6gicas. Todos los compuestos y aceites evaluados
presentaron un porcentaje de inhibicion entre 50% y 100%, para ambos hongos, siendo
mayor la inhibicion en dosis de 50 ppm. Caracol presento mayor actividad antifingica
sobre ambos hongos. P. digitatum mostro mayor sensibilidad que P. italicum al efecto de

los aceites esenciales evaluados. El aceite esencial comercial de mandarina puede ser una
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alternativa para el control de enfermedades poscosecha causadas por Penicillium sp., en

productos vegetales [28].

2.2.9. Antifungal activity of lemon (Citrus lemon L.), mandarin (Citrus
reticulata L.), grapefruit (Citrus paradisi L.) and orange (Citrus sinensis

L.) essential oils

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de los aceites esenciales de limon (Citrus
lemon L.), mandarina (Citrus reticulata L.) Pomelo (Citrus paradisi L.) y naranja (Citrus
sinensis L.) en el crecimiento de mohos cominmente asociados con el deterioro de los
alimentos: Aspergillus Niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum y Penicillium
verrucosum, utilizando el método de dilucién en agar. Todos los aceites mostraron
Antifungica contra todos los moldes. El aceite esencial de naranja fue el mas eficaz contra
A. niger, el aceite esencial de mandarina fue mas Eficaz para reducir el crecimiento de
Aspergillus flavus mientras que el pomelo fue el mejor inhibidor de los moldes P.
chrysogenum y P. verrucosum. Los aceites esenciales de citricos podrian considerarse

alternativas adecuadas a los aditivos quimicos para uso en la industria alimentaria [34].

2.2.10. Desarrollo de un envase activo adicionado con aceites esenciales de

citricos para el control de la podredumbre en fresa

Por lo que el objetivo de este trabajo fue desarrollar un envase activo adicionado con
aceites esenciales de citricos (naranja, limon y toronja) para controlar el hongo Botrytis
cinérea en la fresa y alargar su vida util. Fresas de la variedad Camarosa fueron empleadas,
asi como citricos (naranja, limon y toronja) para la obtencion de aceites esenciales por
hidrodestilacion. Para establecer el efecto antifungico de los aceites esenciales se
realizaron pruebas in vitro empleando tres concentraciones (9000, 10000 y 11000 ppm)
seleccionando el aceite que tuvo mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
de Botrytis cinerea. Posteriormente se desarrollaron dos prototipos de envases conteniendo
el aceite esencial de citricos como principio activo; uno en forma de barniz y otro en
esferas de gel. Se realizaron pruebas in vivo en fresas almacenadas en los dos prototipos de
envases activos y se evaluaron los parametros de calidad: firmeza, pérdida de peso, indice
de decaimiento y color. La concentracion de 11000 ppm del aceite de limon presento

inhibicion del hongo del 24 - 28% a los10 dias de incubacion. Las pruebas in vitro de los
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envases activos registraron una inhibicion del hongo del 98.2% para los prototipos
elaborados como esferas y 13.92% para el prototipo aplicado como barniz. En las pruebas
in vivo, el efecto de los envases sobre el control de la enfermedad en la fresa fue
significativo, ya que hubo menos pérdida de peso de los frutos y presentaron menor
incidencia de la enfermedad llegando a ser de alrededor de 3%. Se concluye que los
envases activos desarrollados en esta investigacion fueron una buena alternativa para el

control de la podredumbre gris y conservacion de la fresa [39].
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion

Este estudio se realizd en el laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, Campus Universitario “Ing. Manuel Haz” Km

1,5 Via Sto. Domingo, utilizando los materiales y equipos que alli se disponen.

Tabla 4. Ubicacion geografica

Geodésica
Altitud: 115, 328 m.s.n.m
Longitud: 79° 28 10,4542” W
Latitud: 01° 00’ 44,1169” S

Fuente: IGM (Instituto Geografico Militar).

3.1.1. Obtencidn de materiales para la investigacion

Para ésta investigacion se utilizo aceite esencial Citrus limon de corteza, procedentes de la
casa comercial ISABRUBOTANIK S.A de la ciudad de Ambato Provincia de Tungurahua, y
aceite esencial Citrus limon de hojas obtenido del hidrodestilador en el laboratorio de
Biotecnologia area de biologia molecular de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, la

materia prima utilizada para obtencion de dichos aceites provienen de cultivos organicos.

La Carica papaya L utilizadas para aislamiento de hongos y las hojas Citrus limon para
hidrodestilar se la tomo de una pequefia finca situada en el Recinto la Ercilia perteneciente
al Canton Ventanas, mientras que la Carica papaya var. Solo sunrise fue tomada del

mercado del Canton Quevedo proveniente de la Ciudad de Buena Fe.

3.2. Tipo de investigacion

Es de tipo experimental ya que busca evaluar la influencia aceites de Citrus limon de hojas
y corteza frente a la inhibicién de hongos patégenos la cual determinada una accién y

posterior a ello tiene una demostracion o efecto, se manifiesta mediante un resultado.

3.3. Métodos de investigacion

Meétodo cientifico: utiliza como pauta un modelo a seguir que orienta la investigacion o

sea la recopilacion de la informacidn secundaria previamente recolectada.
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Meétodo de observacidn: es de caracter directa se realizaron mediciones por este método
como lo es radiales, identificacion de hongos y conteo de esporas guiados por la
recopilacion de informacion de un protocolo claro en garantia de que estos resultados son

veraces al aplicar este método.

Método inductivo - deductivo: es probabilistico ya que demuestra mateméaticamente en
este caso mediante disefio estadistico como es Statgraphics e InfoStat si el pronéstico de la

investigacion es acertado o no.

Metodo analitico y sintesis: estable relacion entre la los microorganismos patdgenos
identificados (causa) y la actividad antifungica que ejerce los aceites esenciales (efecto) o

sea el objeto de la investigacion

3.4. Fuentes de recopilacion de informacién

La informacion recolectada para la investigacion se la obtuvo de fuentes secundarias como:
revistas cientificas, libros etc. y de fuente primaria los datos obtenidos en la fase

experimental de la investigacion.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Factores de estudio

Los factores de estudio que interviene en la investigacion corresponden a lo siguiente:

Cuadro 1:  Descripcion Factores de Estudio para la Identificacion de la actividad
antifungica de aceites esenciales de hojas y corteza de Citrus limon (limén

sutil) para la inhibicién de hongos de papaya

Factores Simbologia Descripcion
A: Hongos Patogenos % Papaya Marad_ol
a1 Papaya Hawaiana
B: Aceite Esencial bo Hojas
b1 Cortezas (comercial)
Co 1%
C: Concentraciones C1 2%
C2 3%

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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3.6. Instrumentos de investigacion

En esta investigacion se evalta el porcentaje de inhibicion micelial o radial y germinacion

de esporas mediante formulas ya establecidas, luego estos datos se los introdujo en un

programa estadistico en la que se obtuvo las medias porcentuales en el que se determina si

existe o no diferencias significativas.

3.7. Tratamiento de los datos

Se aplicara un disefio completamente al azar (DCA) en un arreglo factorial A*B*C, dando

lugar al siguiente cuadro de tratamientos:

Cuadro 2:

Combinacién de los tratamientos propuestos para la ldentificacion de la
actividad antifngica de aceites esenciales de hojas y corteza de Citrus

limon (limon sutil) para la inhibicion de hongos de papaya

TRATAMIENTO SIMBOLOGIA

DESCRIPCION

T1

T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12

aoboCo
aoboc1
aoboc2
aob1Co
aobic1
aob1c2
a1boCo
aiboCy
aiboc2
aib1co
aibict
aibicy

Hongos Papaya Maradol + AE Hojas + 1 %

Hongos Papaya Maradol + AE Hojas + 2 %

Hongos Papaya Maradol + AE Hojas + 3 %

Hongos Papaya Maradol + Corteza comercial + 1%
Hongos Papaya Maradol +Corteza comercial + 2 %
Hongos Papaya Maradol +Corteza comercial + 3 %
Hongos Papaya Hawaiana + AE Hojas + 1 %
Hongos Papaya Hawaiana + AE Hojas + 2 %
Hongos Papaya Hawaiana + AE Hojas + 3 %
Hongos Papaya Hawaiana +Corteza comercial +1 %
Hongos Papaya Hawaiana +Corteza comercial + 2 %
Hongos Papaya Hawaiana +Corteza comercial + 3 %

Elaborado por: Vélez, S. 2016

3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

Tutor de proyecto de investigacion

Jefe de laboratorio de Microbiologia

Jefe de laboratorio de Biologia Molecular
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3.8.2. Materiales de laboratorio

Cuadro 2. Materiales, equipo y reactivos para aislamientos de hongos

Aislamiento hongos de Carica papaya L y Carica papaya var. Solo surinse

Materiales Equipos Reactivos

Algodon Céamara de PDA (Papa Dextrosa Agar) con
Bisturi aislamiento laminar antibidtico (Sulfato de Estreptomicina
Cajas Petri Incubadora y Cloranfenicol “GM”) al 1 %.

Cinta Parafilm Alcohol

Marcador indeleble
Mechero

Papel toalla

Pinzas de diseccion
Probeta 100 mL

Agua esterilizada
Hipoclorito al 3 %

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Cuadro 3. Materiales, equipo y reactivos para preparacién de PDA

PDA (Papa Dextrosa Agar)

Materiales Equipos Reactivos
Algodon Autoclave PDA (Papa Dextrosa Agar)
Matraz Erlenmeyer 1000 mL Balanza Sulfato de Estreptomicina y
Marcador indelible Microondas Cloranfenicol “GM”
Micropipeta de 100 pL a Refrigerador Agua destilada

1000 pL Alcohol

Papel aluminio
Varilla de vidrio

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Cuadro 4. Materiales, equipo y reactivos para repique de hongos

Repique de hongos

Materiales Equipos Otros
Algodon Cémara de aislamiento  Hongo madres por identificar
Asa laminar Alcohol
Cajas Petri Incubadora
Gradilla Refrigerador
Marcador indeleble
Mechero

Tubos de ensayo

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Cuadro 5. Materiales, equipo y reactivos para inhibicion de hongos

Inhibicion de hongos

Materiales Equipos Reactivos
Algodon Cémara de flujo laminar PDA (Papa Dextrosa Agar)
Asa Incubadora Sulfato de Estreptomicina 'y
Cajas Petri Contador de colonias Cloranfenicol “GM”
Calibrador de Vernier Alcohol
Cinta Parafilm Agua destilada
Marcador indelible Aceite esencial de hojas y
Matraz Erlenmeyer 100 mL corteza de limén
Mechero Solucion de TWEEN 20
Micropipeta de 100 uL a
1000 pL

Pipetas Pasteur esterilizadas
Probeta de 100 mL

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Cuadro 6. Materiales, equipo y reactivos para conteo de esporas

Conteo de esporas

Materiales Equipos Reactivos
Gasa Agitador Solucién de TWEEN 20
Marcador indeleble Camara de recuento Agua esterilizada
Mechero Contador de Esporas Alcohol
Microtubos eppendorf Microscopio Olympus
Micropipeta de 10 uL a 100CX21
pL Neubauer
Papel toalla

Probeta de 10 mL
Varilla de vidrio triangular

Elaborado por: Vélez, S. 2016

3.9. Manejo especifico del experimento

» Obtencion de los aceites esenciales

El aceite esencial de corteza de limon se lo adquirié en casa comercial ISABRUBOTANIK
S.A, mientras que por método de hidrodestilacion se obtuvo el aceite esencial de hojas el
proceso que se llevd acabo colocando en el equipo hidrodestilador 2000 g de la muestra y
4000 mL de agua a temperatura de 90 °C hasta que llegue al punto de ebullicion luego se le
baja a 70 °C por 4 horas para la separacion de agua y aceite se utilizo éter etilico y sulfato
de sodio, conservando los aceites en frascos &mbar protegidos de la luz en refrigeracion a 4

°C este protocolo es similar al del autor [35].

28



» Preparacion del PDA (Papa Dextrosa Agar)

Para la preparacion del PDA (Papa Dextrosa Agar) se realizo de acuerdo a la técnica del
(Anexo N°14) utilizando 39g de PDA disolviendo en 400mL de agua se mantuvo en el
microondas durante 10 minutos esperando que se disuelva completamente se agregan
600mL de agua quedando de un color claro, se debe evitar que se derrame en el
microondas ya que se pierde la concentracion, cuando estuvo completamente disuelto se
esterilizd por tres horas en el autoclave para su conservacion se lo mantuvo en
refrigeracion, luego para su utilizaciéon se aplicé antibioticos (Sulfato de Estreptomicina
”GM?” y Cloranfenicol Succinato ”GM”) [35].

» Desinfeccion de la papaya

La papaya se lavd con agua eliminando cualquier residuo de tierra y micelio de algin
hongo que se halla desarrollado; luego se desinfectd con una solucion de hipoclorito de
sodio al 3% durante 2 minutos se enjuago tres veces con agua esterilizada para eliminar los
residuos de cloro ya que si no se realiza los hongos no se desarrollan; posteriormente se

seco con papel toalla esterilizado [35].

» Aislamiento de los hongos

El aislamiento de los hongos se utilizo la técnica del (Anexo N° 14) realizandose en la
camara de aislamiento laminar previamente desinfectada con alcohol, retirando el
epicarpio con el bisturi esterilizado cortando pequefios fragmentos de mesocarpio de la
papaya, con la pinza esterilizada se siembra cinco porciones fracciones de papaya en la
caja Petri dispensada con PDA (Papa Dextrosa Agar) rotulando y sellando con cinta
Parafilm para dejar en la incubadora por 7 dias a 26°C; cuando el hongo se desarrollé

completamente se mantuvo en refrigeracion ya que es la muestra madre [35].

» Repique de hongos aislados

El hongo se aislo en la cadmara laminar cerca del mechero se abre la caja petri del hongo
madre con el asa se quité una parte del hongo sembrandolo en el centro de los tubos de
ensayo con PDA (Papa Dextrosa Agar) tipo pico flauta se dejaron en la incubadora a 26°C
por 5 dias; posteriormente para conocer el tiempo de desarrollo del hongos se sembré en
cajas Petri y se esperd hasta que el hongo cubri6 totalmente la caja; el Rhizopus stolonifer
se desarrollé en 2 dias mientras que el Fusarium sp en 4 dias en el caso de tubos de

ensayos ya que en cajas petri fue distinto [35].
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» Proceso de Inhibicién radial de hongos

Para la inhibicién de los hongos (Rhizopus stolonifer sp y Fusarium sp) se dejaron dos
testigo para comparar con los tratamientos evaluando el porcentaje de inhibicion de el
aceite esencial de limon obtenidos de la corteza y hojas; se utilizaron concentraciones de
1%,2% y 3% disueltos en una solucién de Tween 20 y PDA dispensado en cajas Petri, se
sembro los hongos dejandolos en la incubadora a 26°C; se realizé un control del desarrollo
de los hongos durante 7 dias midiendo el crecimiento radial con el calibrador Vernaut y el
contador de colonias; para calcular el % de inhibicion del crecimiento radial de los hongos

se utilizo la siguiente formula: [35]

Crecimiento micelial testigo—Crecimiento micelial tratamiento

% de Inhibicion = * 100

Crecimiento micelial testigo

» Proceso de Inhibicion de esporas

Para el conteo de esporas se aplicd la técnica (Anexo N°14); donde se empled 10mL de
agua esterilizada en la caja Petri donde se desarrollé el hongo con una varilla se raspo el
micelio filtrandose en microtubos eppendorf, se aplicd una gota de la solucion de TWEEN
20 y se agito por 10 segundos, en la camara de Neubauer se cubri6 con el liquido obtenido
y se cubrié con un cubreobjeto situandolo en el microscopio Olympus CX21 observando
las esporas con el lente 10 contandolas con el contador de esporas; para calcular el

porcentaje de inhibicion de las esporas se aplico la siguiente férmula: [35]

Numero de esporas testigo—Numero de esporas tratamiento

* 100

% de Inhibicion =
% Numero de esporas testigo
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Resultados

4.1.1. Aislamiento e identificacién de hongos patdgenos presentes en Carica

papaya L.y Carica papaya var. Solo Sunrise

Se realizo el aislamiento a partir de frutos infectados identificando a Fusarium sp de
Carica papaya L y Rhizopus stolonifer en Carica papaya var. Solo Sunrise. Se tomé
pequefas partes de muestra de papaya para incubacion en PDA a 26°C.

Fusarium sp: macroscopicamente se evidencio una colonia con vellosidades o lanosidad
blanca, su tonalidad varia de durazno, crema a pardo rojizo, crece de 5,5 a 6,5 en 7 dias. Su
microscopia expone micelio ramificado, cuerpo fructifero en forma rugosa, y
clamidosporas de doble pared gruesa, lisa o rugosa (Figura 1), segun el autor [36] este

género corresponde al orden microbioldgico de los Hypocreales y familia Nectriaceae.

Figura 1. Aislamiento e identificacion de Fusarium sp. en Carica papaya L. A, Papaya
infectada. B, Muestras tomada de Papaya. C, cultivo de Fusarium sp. a los 7 dias de
incubacion a 27°C (anterior). D, cultivo de Fusarium sp. a los 7 dias de incubacién a
27°C (posterior). E, micelio. F, cuerpo fructifero. G, clamidosporas caracteristicas
con doble pared gruesa. Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Rhizopus stolonifer: macroscopicamente se observo micelio blanco cambiando a gris, en 3
dias cubre la caja Petri en su totalidad. Su microscopia muestra micelio aseptado y
esporangioforo con columela (Figura 2), segun el autor [37] el orden microbioldgico al que

pertenece este género es al de Mucorales.

Figura 2. Aislamiento e identificacion de R. stolonifer en Carica papaya var. Solo Sunrise.
A, Papaya infectada. B, siembra de muestra. C, cultivo de R. stolonifer a los 7 dias
de incubacidon a 27°C (anterior). D, cultivo de R. stolonifer a los 7 dias de incubacién
a 27°C (posterior). E, micelio aseptado. F, esporangioforo. Elaborado por: Vélez,
S. 2016

4.1.2. Concentracion inhibitoria de aceite esencial de Citrus limon de hojas
obtenido por hidrodestilacidén y de aceite comercial de corteza en hongos

identificados de Carica papaya L. y Carica papaya var. Solo Sunrise

La evaluacion del porcentaje de inhibicién crecimiento radial, dada por siembra del
contenido patégeno mas concentracién de aceite esencial Citrus limon se observo que el
tratamiento mas bajo en actividad antifungica fue aobiCo es decir aceite esencial comercial a

concentracion de 1% frente a Fusarium sp, valoracidn en 48 horas, mientras que para 96 y
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168 horas presentan similitud ya que su valor mas bajo fue aibico aceite esencial comercial
a concentracion de 1% frente a Rhizopus stolonifer.

Las medias de inhibicion mas altas fueron para aoboC2, aoboci como lo es aceite esencial de
hojas a concentracion de 2% y 3% frente a Fusarium sp, aiboCo, aiboCi, aiboc2 €s decir
aceite esencial de hojas a concentracion de 1%, 2% y 3% frente a Rhizopus stolonifer y
aibici, atbic2 como lo es aceite esencial comercial a concentracion de 2% y 3% frente a
Rhizopus stolonifer, resultados para estimacion de 48, 96 y 168 horas, existiendo diferencia

significativa respecto a los valores mas bajos.

Los demas tratamientos presentan valores medios, medios altos y medios bajos, resultados
que se expresan juntos a los demaés tratamientos de medias porcentuales para inhibicion de
crecimiento micelial estos se evaluaron mediante InfoStat con prueba de significacion

tukey, como se muestra a continuacion.

Cuadro 8. Medias de inhibicién en crecimiento radial entre interacciones

% de inhibicién crecimiento radial

Descripcion Simbologia
48 96 168
AE Hojas 1%, Fusarium sp aoboCo 885+058 d 95+043 e 95+033 e
AE Hojas 2%, Fusarium sp aoboC1 100+058 e 100%+043 f 100+0,33 f
AE Hojas 3% Fusarium sp aoboC> 100£058 e 100+x043 f 100+£0,33 f

AE Corteza comercial 1%, Fusarium sp agh1Co 53+058 a 395x043 b 155+033 b
AE Corteza comercial 2%, Fusarium sp aoh1C1 75+058 ¢ 59+043 ¢ 37033 ¢

AE Corteza comercial 3%, Fusarium sp aoh1C> 775+058 ¢ 68x043 d 55+033 d
AE Hojas al 1 %, R. Stolonifer a1boCo 100£058 e 100+x043 f 100+£033 f
AE Hojas al 2%, R. Stolonifer a1boC1 100£058 e 100+x043 f 100+£0,33 f
AE Hojas al 3%, R. Stolonifer a1boC> 100£058 e 100+x043 f 100+£0,33 f

AE Corteza comercial 1%, R. Stolonifer aibiCo 61,5+£058 b 0+x043 a 0+0,33 a
AE Corteza comercial 2%, R. Stolonifer aibicy 100£058 ¢ 100+x043 f 100+£0,33 f
AE Corteza comercial 3%, R. Stolonifer a1b1C, 100058 ¢ 100+x043 f 100+£0,33 f

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) Tukey

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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El arreglo factorial para el porcentaje de inhibicion de esporas, determina que el valores
mas bajos fueron para el tratamiento aoh1Co es decir aceite esencial comercial al 1% frente a

Fusarium sp.

Mientras que los valores mas altos fueron para aobocC1, aohoc2 tal como lo es aceite esencial
de hojas al 2% y 3% frente a Fusarium sp, aiboCo, a1boC1, a1boC2 €s decir aceite esencial de
hojas a concentracion de 1%, 2% y 3% frente a Rhizopus stolonifer y aibici, aibic2 como
lo es aceite esencial comercial a concentracion de 2% y 3% frente a Rhizopus stolonifer,

por lo tanto existe diferencia significativa respecto a los valores méas bajos.
Se evidencia valores medios para los demas tratamientos a continuacion se muestra los
porcentajes de inhibicion de esporas con arreglo factorial es decir interacciones de los

tratamientos.

Cuadro 9. Medias de inhibicion en germinacion de esporas entre interacciones

% de inhibicion

Descripcion Simbologia esporas
AE Hojas 1%, Fusarium sp aoboCo 91+0,62 d
AE Hojas 2%, Fusarium sp aoboC1 100 £ 0,62 e
AE Hojas 3% Fusarium sp aoboC2 100 £ 0,62 e
AE Corteza comercial 1%, Fusarium sp aob1Co 78 + 0,62 a
AE Corteza comercial 2%, Fusarium sp aob1C1 84,5+ 0,62 bc
AE Corteza comercial 3%, Fusarium sp aob1Cy 87,5+ 0,62 cd
AE Hojas al 1 %, R. Stolonifer a1boCo 100 £ 0,62 e
AE Hojas al 2%, R. Stolonifer aibocs 100 £ 0,62 e
AE Hojas al 3%, R. Stolonifer aiboc2 100 £ 0,62 e
AE Corteza comercial 1%, R. Stolonifer aihico 83+ 0,62 b
AE Corteza comercial 2%, R. Stolonifer aihicy 100 +£ 0,62 e
AE Corteza comercial 3%, R. Stolonifer aibico 100 + 0,62 e

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05) Tukey

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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4.1.3. Comparar la actividad Antifungica del aceite esencial de Citrus
limon (Limon sutil) de hojas obtenido por hidrodestilacion y de

aceite comercial de corteza

La comparacion porcentual de medias entre factores indica la actividad antifingica de los
dos aceites esenciales evaluados para inhibicion radial muestra que: Factor A su nivel mas
bajo es ao lo que expresa que Fusarium sp reporto més resistencia frente a los aceites

esenciales, no asi a1 R. stolonifer que expresa diferencia significativa.

El Factor B demuestra que bo, aceite esencial de C. limon hojas obtenido por
hidrodestilacion tiene mayor potencial antifungico que bs, aceite esencial de C. limon de

corteza comercial es por ello que este Gltimo presenta el nivel mas bajo.

Mientras que el Factor C su valor mas bajo es co concentracion al 1% de aceite se observa
que no inhibio significativamente, no asi para ci1 y c2 concentracion al 2% y 3% de aceite
que presento mayor viabilidad en inhibicion de esporas y crecimiento micelial a 48 horas,
entretanto el nivel mas alto en este factor para 96 y 168 horas es c, concentracion al 3% de

aceite esencial.

Cuadro 10. Medias de inhibicidn en crecimiento radial entre factores
_ ) % de inhibicion crecimiento radial
Factores Simbologia
48 h 96 h 168 h
a0 Fusarium sp 82,3333+ 0,228 a 76,9167 + 0,176 a 67,0833 + 0,136 a

a1 R. stolonifer

bo C. limon (hojas)
bl C. limon (corteza)
Co 1%

C12%

C23%

93,5833+0,228 b
98,0833+0,228 b
77,8333 +0,228 a
75,75+ 0,279 a
93,75+0,279 b
94,375+ 0,279 b

83,3333+ 0,176 b
99,1667 + 0,176 b
61,0833 £ 0,176 a
58,625 + 0,216 a
89,75+ 0,216 b
92,0+£0,216 c

83,3333+ 0,136 b
99,1667 + 0,136 b
51,25+ 0,136 a
52,625 + 0,167 a
84,25+0,167 b
88,75+ 0,167 ¢

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) Tukey
Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Las medias entre factores con respecto a la inhibicion de esporas demuestra que: Factor A
su nivel mas bajo fue ap que corresponde a Fusarium sp el cual demuestra que es un
patdgeno resistente ante los aceites esenciales en estudio, mientras que ai como es R.

stolonifer expresa menos resistencia fungica.

En el caso del Factor B se prueba que el valor mas bajo es para el nivel by que pertenece al
aceite esencial de corteza es decir el comercial, probando asi que el aceite esencial de hojas

bo tiene mayor potencial antifungico al cual le corresponde el valor mas alto.

Entretanto para el Factor C el cual tiene tres niveles, el mas bajo es co como lo es
concentracion al 1% mientras que las més altas son c1 y ¢ al que les corresponden las
concentraciones de 2% y 3% la cual comprueba que el contenido de aceite esencial si

influye en la determinacion del potencial antifingico.

Cuadro 11. Medias de inhibicion en germinacion de esporas entre factores

Factores Simbologia % de inhibicidn esporas

a0 Fusarium sp 90,1667 + 0,251 a

A a1 R. stolonifer 97,1667 + 0,251 b

5 bo c. limon (hojas) 98,5+ 0,251 b
b1 c. limon (corteza) 88,8333+ 0,251 a
Co 1% 88 + 0,307 a

C C12% 96,125 + 0,307 b
C23% 96,875+ 0,307 b

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) Tukey
Elaborado por: Vélez, S. 2016

4.2. Discusion

4.2.1. Aislamiento e identificacién de hongos patdgenos presentes en Carica

papaya L.y Carica papaya var. Solo Sunrise

Se recolecto frutos de papaya infectados, en el presentaba pudricién seca y oscura en
Carica papaya L. y pudricion suave y tambien acuosa en Carica papaya var. Solo

Sunrise coincide con lo expresa el autor [38] que Rhizopus stolonifer causa ese tipo de
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podredumbre acuosa que cubre con un micelio aéreo de color blanco grisaceo. Asi también
se corrobora lo que expresa el autor [10] Una vez dentro del fruto el hongo penetra la
semilla, la cual se seca y oscurece la pulpa adyacente a éstae. Estos dos hongos invaden a

los frutos a través de heridas son las de mayor incidencia en papaya.

Tras la siembra directa de muestra de papaya PDA e incubacion se pudo observar el
crecimiento de dos hongos diferente encontrados respectivamente en dichos frutos,
mediante su forma macroscopica y microscopica es decir su morfologia como ya se lo
manifestd en resultados se corrobora lo que dice el autor [21] en su trabajo Hongos
Actinomicetos para la revista de Micologia en la que habla sobre el R. stolonifer y el autor

[22] en su aporte Genero Fusarium para el programa de Microbiologia y Micologia.

4.2.2. Concentracion inhibitoria de aceite esencial de Citrus limon de hojas
obtenido por hidrodestilacién y de aceite comercial de corteza en hongos

identificados de Carica papaya L. y Carica papaya var. Solo Sunrise

Los tratamientos expresados en la tabla de media de porcentaje de inhibicion radial y
esporas registran actividad antifungica del 100% en Fusarium sp a concentraciones de 2%
y 3% en aceite de hojas de C. limon, mientras que 1% y valoracién de esporas que tiene un
porcentaje mayor de 80% relacién al parametro estudiado de 48, 96, 168 horas, lo que se
demuestra segun el trabajo de [3] titulado, Actividad antifingica del aceite esencial de
naranja (Citrus sinensis L.) sobre hongos postcosecha en frutos de lechosa (Carica papaya

L.) en el que se obtiene actividad antifungica arriba del 80%.

Mientas que el mismo Fusarium sp a concentraciones de 1%, 2% y 3% en aceite esencial
comercial de C. limon, presenta niveles bajos en especial para 48 y 168 horas de
evaluacion en crecimiento micelial e inhibicion de esporas lo que corrobora el estudio del
autor [31] con el tema Actividad antifungica de aceites esenciales y sus compuestos sobre
el crecimiento de Fusarium sp aislado de papaya (Carica papaya) en el cual tuvo

inhibicion baja del crecimiento micelial.

Para R. stolonifer evaluado a concentraciones de 1%, 2% y 3% en aceite esencial de hojas
de C. limon, se evidencia total inhibicion radial y de esporas para cada uno de las variables
evaluadas demostrando asi lo que dice el autor [34] en su trabajo Antifungal activity of
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lemon (Citrus lemon L.), mandarin (Citrus reticulata L.), grapefruit (Citrus paradisi L.)
and orange (Citrus sinensis L.) essential oils, en el que los aceites esenciales citricos son

considerados como excelentes inhibidores fungicos y una opcion para aditivo alimentario.

R. stolonifer y estimacion de aceite esencial comercial en concentracion 1% y 2% se
evidencio inhibicion micelial tanto en 48, 96 y 168 horas e inhibicion de esporas,
demostrando asi lo que presenta [28] en su articulo Evaluacion in vitro de la actividad
fungistatica del aceite esencial de mandarina sobre el crecimiento de Penicillium sp, en el
que relata que el aceite esencial comercial puede ser una alternativa para el control de
enfermedades postcosecha, mientras no asi la concentracion de 100 pl que para los
pardmetro de medicién radial en 96 y 168 horas no presento actividad antiflngica, como
corrobora [33], con el tema Efecto de cuatro aceites esenciales sobre Fusarium spp..en el
caso de 48 hora se demuestra valores medios bajos en actividad no asi en la inhibicién de
esporas verificando lo expresado por [39] en su trabajo Desarrollo de un envase activo
adicionado con aceites esenciales de citricos para el control de la podredumbre en fresa en

el que sus resultados expresan indices bajos en actividad antifungica.

4.2.3. Comparar la actividad Antiflngica del aceite esencial de Citrus limon
(Limoén sutil) de hojas obtenido por hidrodestilacion y de aceite

comercial de corteza

Se evaluo la actividad antifingica de aceites esenciales de hojas y comercial 6sea bo y b1
las medias reflejan mayor potencial antifungico en bo, asi también en concentraciones la
mayor actividad antifungica la obtuvo 2% y 3% en parametros de 48, 96 y 168 horas en
inhibicion radial y esporas, se toma como referencia a [32] en su articulo Evaluacion
preliminar de la actividad fungicida de los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus
tereticornis, Myrtaceae) y cascara de naranja (Citrus sinensis, Rutaceae) sobre algunos
hongos filamentosos, en el argumenta que el aceite esencial de cascara fue menos efectivo
y solamente mostro actividad fungicida sobre cierto hongo a la dosis mas elevada que
utilizaron. Mientras que en la actividad antifungica frente a hongos patogenos en papaya
demuestra que el Fusarium presenta resistencia a los componentes como se evidencia en

otros trabajos como el de [33], en Efecto de cuatro aceites esenciales sobre Fusarium spp.
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4.3. Tratamiento de hipotesis

Mediante los resultados expresados se determina que el aceite esencial C. limon hojas
hidrodestilado es un excelente inhibidor de hongos en concentraciones de 1%, 2% y 3% en
R. stolonifer y Fusarium sp, mientras de que el aceite esencial de corteza comercial hizo
efecto contra R. stolonifer en 2%, 3% y en 1% solo para inhibicién de esporas, en
Fusarium sp se expresa valores medios altos por ello se afirma la hipdtesis “los hongos
patdgenos presentes en papaya son inhibidos por el Aceite esencial de Citrus limon

(Limon sutil) de hojas y de corteza en sus niveles de concentracion”.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1. Conclusiones

Se pudo identificar hongos aislados de papaya del orden micol6gico Hypocreales asi
también Mucolares de los géneros Fusarium sp y Rhizopus stolonifer respectivamente

mediante la macroscopia y microscopia es decir caracteristicas morfoldgicas.

Que Fusarium sp presenta menos indice de inhibicion tanto para crecimiento radial y
germinacién de esporas no asi para R. stolonifer que es mas sensible a los compuestos de

los aceites esenciales.

El aceite esencial de hojas de C. limon tiene mayor actividad antifungica respecto al aceite

esencial de corteza comercial frente a los parametros de evaluacion.

Al nivel de concentracién la que mayor potencial antifingico se determina que es al 3% de

los aceites esenciales en estudio.

5.2. Recomendaciones

Se deberia realizar una secuenciacion enzimatica del DNA llamada identificacion

molecular que es la determina la identificacién de hongos a nivel de especie.

Probar los aceites esenciales de hojas y comercial de Citrus limon frente a otros hongos

quizas sea probable que muestren propiedades inhibitorias.

Determinar concentraciones minimas inhibitorias para el aceite esencial de hojas de Citrus
limon mientras para el aceites esencial de corteza 6Osea el comercial probar el

concentraciones mas elevadas.
Estos aceites esenciales en estudio de C. limon son una alternativa innovadora para la

aplicacion sobre frutas frescas y alargar vida de anaquel de la misma asi también como

aditivo alimentario.
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Anexo 1. Crecimiento radial de los tratamientos

TIEMPO (Horas)

N°  Tratamientos 24 H 48H 72H 96H 120H 144H 168H
RL R2 Rl R2 RI R2 Rl R2 RI R2 RIL R2 Rl R2
1 a0b0c0 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 03 03 03 03
2 a0bOcl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 a0b0c2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 a0b1c0 02 02 09 08 15 14 24 23 32 3 43 38 53 48
5 alblcl 02 02 05 04 11 1 1,7 15 23 21 3 28 39 36
6 a0blc2 02 02 04 04 07 06 13 12 2 16 24 23 27 26
7 alb0c0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 albOcl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 albOc2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 alblcO 0 0 25 23 7 65 84 84 84 84 84 84 84 84
11 alblcl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 alblc2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Anexo 2. Crecimiento radial de los testigos

N°  Genero

TIEMPO (Horas)

24 H 48H 72H 96H 120H 144H 168H
RT R2 Rl R2Z Rl R2 Rl R2 Rl R2 R1 R2 RI1
Testigo
Fusarium
1 sp 07 06 19 17 29 26 41 37 46 45 57 5 62 57
Elaborado por: Vélez, S. 2016
TIEMPO (Horas)
N°  Genero 24 H 48H 72H 96H 120H 144H 168H
Rl R2 Rl RZ Rl R2 Rl R2 Rl R2 Rl R2 RI1
Testigo
Rhizopus
2 stolonifer 26 25 64 61 84 84 84 84 84 84 84 84 84 84

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Anexo 3. Germinacion de esporas en tratamientos

N°  Tratamientos :{Omedéoz R(-170nidias / FT;Z F(a:fnidias Total;sé
1 aoboCo 229 221 57350 55200 573500 552000
2 aoboC1 0 0 0 0 0 0
3 aoboC2 0 0 0 0 0 0
4 aob1Co 551 536 137850 133900 1378500 1339000
5 aob1C1 427 358 106800 89600 1068000 896000
6 aob1C2 333 300 83250 75100 832500 751000
7 aiboCo 0 0 0 0 0 0
8 a1bocs 0 0 0 0 0 0
9 aiboC2 0 0 0 0 0 0
10 aibico 390 348 97550 87000 975500 870000
11 aibict 0 0 0 0 0 0
12 aibicz 0 0 0 0 0 0

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Anexo 4. Germinacion de esporas en testigos

Promedio Conidias / ml Conidia Total

o]
N Genero RL R2 R1 R2 R1 R2

1 Testigo Fusarium sp 2823 2259 705750 564850 7057500 5648500
2 Testigo R. stolonifer 2340 2082 584950 520450 5849500 5204500

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Anexo 5. Porcentaje de inhibicién radial en tratamientos

% Inhibicion Radial

N° Tratamientos 48h 96h 198h
R1 R2 R1 R2 R1 R2
1 aoboCo 89 88 95 95 95 95
2 aoboC1 100 100 100 100 100 100
3 aoboC2 100 100 100 100 100 100
4 aob1Co 53 53 41 38 15 16
5 aob1C1 74 76 59 59 37 37
6 aob1C2 79 76 68 68 56 54
7 aiboCo 100 100 100 100 100 100
8 aiboC1 100 100 100 100 100 100
9 aiboCz 100 100 100 100 100 100
10 a1b1Co 61 62 0 0 0 0
11 aibicy 100 100 100 100 100 100
12 aibicz 100 100 100 100 100 100

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Anexo 6. Porcentaje de inhibicion radial en testigos

% Inhibicion radial

N° Genero 48h 96h 198h

R1 R2 R1 R2 R1 R2
1 Testigo Fusarium sp 0 0 0 0 0 0
2 Testigo R. stolonifer 0 0 0 0 0 0

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Anexo 7. Porcentaje de inhibicion de esporas en testigos

% Inhibicion Esporas

Ne° Tratamientos R1 R2
1 aoboCo 92 90
2 aoboC1 100 100
3 aoboC2 100 100
4 aob1Co 80 76
5 aob1C1 85 84
6 aob1C2 88 87
7 a1boCo 100 100
8 aiboC1 100 100
9 aiboCz 100 100
10 aibiCo 83 83
11 aibiC: 100 100
12 aibicz 100 100

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Anexo 8. Porcentaje de inhibicidn de esporas en tratamientos

% Inhibicién Esporas

(0]
N Genero R1 RD
1 Testigo Fusarium sp 0 0
2 Testigo R. stolonifer 0 0

Elaborado por: Vélez, S. 2016



Anexo 9. Diagrama de flujo del proceso de obtencion de aceite esencial de

hojas Citrus limon.
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Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Anexo 10. Diagrama de flujo del proceso de inhibicion de hongos

(Fusarium sp y R. stolonifer) aislados de dos variedades de papaya.
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o | I
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R. stolonifer S Repicacion
Fusarium sp
i Comercial e ; Ap||CaC|én de Ae
| hidrodestilado g esencial
7 Dias __5|  Medicion Radial

Conteo de Esporas ! camara de neubauer

.......................................

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Anexo 11. Fotos de la Fase experimental

Obtencion de los aceites esenciales comercial e hidrodestilado

Adicién de agua a la muestra

Hidrodestilacion

Ae Comercial e hidrodestilado

Preparacion de PDA (Papa Dextrosa Agar) y adicion de

antibiodticos

Disolucién

Preparacion para estilizar

Disolucién de antibiético

Agregar antibidtico al PDA
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Preparacién de hipoclorito al 3% y desinfeccion de Carica papaya L y
var. Solo sunrise

Agua estéril

Desinfeccion C. Desinfeccion Var.

Aislamiento de hongos de Carica papaya L y var. Solo sunrise

Muestra papaya 1 Muestra papaya 2 PDA para siembra Siembra de muestra

Identificacion de hongos de papaya

Hongo Madre 1 (Anverso) Hongo Madre 1 (Reverso) Clamidosporas

S

Micelio Macro y micro conidios (Determinacion: Fusarium sp)
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Hongo Madre 2 (Reverso)

Esporas Micelio aseptado

Muestra R. stolonifer
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Aplicacion de Aceites

esenciales comercial e hidrodestilado de C.

3

[ T
Aplicacion de Ae hidrodestilado

Discos para siembra (R. stolonifer)

Discos para siembra (Fusarium sp) Siembra (Fusarium sp)
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Crecimiento radial de Fusarium sp (aceite esencial de hojas de C. limon)

100pL (1%) y 200pL (2%) Anverso 100pL (1%) y 200pL (2%) Reverso

300puL (3%) Anverso 300uL (3%0) Anverso

Crecimiento radial de Fusarium sp (aceite esencial comercial de C.
limon)

100pL (190) y 200uL (2%) Anverso 100uL (1%b6) y 200uL (2%0) Reverso
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300uL (3%) Anverso 300uL (3%) Anverso

Crecimiento radial de R. stolonifer (aceite esencial de hojas de C.
limon)

100puL (1%) y 200uL (2%) Anverso 100pL (1%) y 200pL (2%) Reverso

300pL (3%) Anverso 300pL (3%) Reverso
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Crecimiento radial de R. stolonifer (aceite esencial comercial de C. limon)

100pL (1%) y 200uL (2%) Anverso 100pL (1%) y 200pL (2%) Anverso

300pL (3%) Anverso 300pL (3%) Anverso

Testigos (Fusarium sp y R. stolonifer)
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Anexo 12. Cuadro de Varianzas para porcentaje en crecimiento radial y

esporas (Statgraphics)

Cuadro 1. Analisis de Varianza para % de Inhibicion crecimiento radial 48 horas

Fuente Suma de Gl | Cuadrado |Razon- |Valor-P
Cuadrados Medio F

COVARIABLES
Repeticiones 0,0416667 1 10,0416667 0,06 0,8088
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Hongos Patégenos |759,375 1 (759,375 1119,97 10,0000
B:Ac. Esencial 2460,38 1 [2460,38 3628,71 |0,0000
C:Concentraciones 1790,08 2 895,042 1320,06 |0,0000
INTERACCIONES
AB 330,042 1 (330,042 486,77 |0,0000
AC 6,25 2 13,125 4,61 0,0352
BC 843,25 2 421,625 621,84 (0,0000
ABC 240,083 2 120,042 177,04 10,0000
RESIDUQOS 7,45833 11 [0,67803
TOTAL 6436,96 23

(CORREGIDO)
Elaborado por: Vélez, S. 2016

Cuadro 2. Analisis de Varianza para % de Inhibicion en crecimiento radial 96 horas

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

COVARIABLES

Repeticiones 0,375 1 10,375 1,00 0,3388

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Hongos Patdgenos |247,042 1 (247,042 658,78 |0,0000

B:Ac. Esencial 8702,04 1 1[8702,04 23205,44(0,0000

C:Concentraciones 5567,25 2 |2783,63 7423,00 (0,0000

INTERACCIONES

AB 135,375 1 (135,375 361,00 |0,0000

AC 1700,58 2 (850,292 2267,44 (0,0000

BC 4740,58 2 (2370,29 6320,78 [0,0000

ABC 2207,25 2 (1103,63 2943,00 (0,0000

RESIDUOS 4,125 11 (0,375

TOTAL 23304,6 23

(CORREGIDO)

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Cuadro 3. Analisis de Varianza para % de Inhibicion en crecimiento radial 168 horas

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

COVARIABLES

Repeticiones 0,0416667 1 (0,0416667 0,19 0,6742

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Hongos Patdgenos (1584,38 1 {1584,38 7089,41 10,0000

B:Ac. Esencial 13776,0 1 |(13776,0 61641,95|0,0000

C:Concentraciones 6201,08 2 (3100,54 13873,61{0,0000

INTERACCIONES

AB 1276,04 1 (1276,04 5709,75 |0,0000

AC 1467,75 2 733,875 3283,78 |0,0000

BC 5331,08 2 |2665,54 11927,17|0,0000

ABC 1931,08 2 965,542 4320,39 (0,0000

RESIDUOS 2,45833 11 {0,223485

TOTAL 31570,0 23

(CORREGIDO)

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Cuadro 4. Anélisis de Varianza para % de Inhibicion de esporas

Suma de

Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F | Valor-P
COVARIABLES
Repeticiones 2,66667 1 2,66667 3,52 0,0874
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Hongos Patdgenos 2940 1 294,0 388,08 |0,0000
B:Ac. Esencial 560,667 1 560,667 740,08 |0,0000
C:Concentraciones 387,583 2 193,792 255,80 |0,0000
INTERACCIONES
AB 96,0 1 96,0 126,72 |0,0000
AC 2,25 2 1,125 1,48 0,2686
BC 87,5833 2 43,7917 57,80 0,0000
ABC 110,25 2 55,125 72,76 0,0000
RESIDUQOS 8,33333 11 |0,757576
TOTAL (CORREGIDO) |1549,33 23

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Anexo 13. Pruebas de significacion Tukey (Statgraphics e InfoStat) y
graficos (InfoStat) para porcentaje en crecimiento radial y esporas

% de inhibicion radial en 48 horas
Factor A Factor B
Pruebas de Mudltiple Rangos para % DE | Pruebas de Multiple Rangos para % DE
INHIBICION en Hongos patogenos INHIBICION de Aceites Esenciales
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Hongos Casos [Media LS |SigmalLS [Grupos Ac. Casos |Media LS [Sigma LS | Grupos
Pat6genos Homogéneos Esencial Homogéneos
1 12 82,3333 0,228218 |X 2 12 77,8333 |0,228218 | X
2 12 |935833 |0228218 | X . 12 98,0833 10,228218] X
Contraste  |Sig. |[Diferencia  [+/- Limites Contraste S:g. Diferencia | +/- Limites
1-2 * 1125 0,70321 1-2_ 12025 070321
* indica una diferencia significativa. indica una diferencia significativa.
Factor C Gréfico de Medias
Pruebas de Mdltiple Rangos para % DE | Gréafico de Medias de tukey para cada una de las
INHIBICION por concentraciones de Aceite | repeticiones en % DE INHIBICION RADIAL
Esencial
Meétodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD Wedias y 95,05 de Tukey HSD
Concentraciones |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos e ~
Homogéneos r 1
1 8 75,75 0,279508 (X 120~ 7]
R L T I
3 8 94375  [0,279508 ® e le * .
30} 7
oL ]
Contraste Slg DIferenCla +/_ LimltES 123 456 7 8 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24
1-2 * -18,0 1,05746
1-3 * -18,625 1,05746
2-3 -0,625 1,05746
* indica una diferencia significativa.

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Elaborado por: Vélez, S. 2016
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% de inhibicién radial en 96 horas

Factor A Factor B
Pruebas de Madltiple Rangos para % DE | Pruebas de Multiple Rangos para % DE
INHIBICION en Hongos patégenos INHIBICION de Aceites Esenciales
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Hongos Casos |Media LS [Sigma LS| Grupos Ac. Esencial |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Patdgenos Homogéneos Homogéneos
1 12 76,9167 |(0,176777 | X 2 12 61,0833 [0,176777 |X
2 12 83,3333 |[0,176777| X 1 12 99,1667 (0,176777 | X
Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites Contraste Sig.  [Diferencia +/- Limites
1-2 * -6,41667 0,550248 1-2 * 38,0833 0,550248
* indica una diferencia significativa. * indica una diferencia significativa.
Factor C Grafico de Medias
Pruebas de Mudltiple Rangos para % DE | Gréafico de Medias de tukey para cada una de las
INHIBICION por concentraciones de Aceite | repeticiones en % DE INHIBICION RADIAL
Esencial
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Concentraciones |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos
1 8 58,625 0,216506 |Xx
2 8 89,75 0,216506 | X
3 8 92,0 0,216506 X
Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites
1-2 * -31,125 0,82863
1-3 -33,375 0,82863
2-3 -2,25 0,82863

* indica una diferencia significativa.

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Elaborado por: Vélez, S. 2016
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% de inhibicién radial en 168 horas

Factor A Factor B

Pruebas de Madltiple Rangos para % DE | Pruebas de Multiple Rangos para % DE
INHIBICION en Hongos patégenos INHIBICION de Aceites Esenciales

Meétodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Hongos Casos [Media LS|Sigma | Grupos Ac. Esencial |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Patdgenos LS Homogéneos Homogéneos
1 12 67,0833 |0,136469 |X 2 12 51,25 0,136469 |X

2 12 83,3333 [0,136469| X 1 12 99,1667 0,136469 | X
Contraste Sig. | Diferencia /- Limites Contraste Slg. Diferencia +/- Limites

1-2 * 16,25 0,424782 1-2_ ~__ 1479167 0424782

* indica una diferencia significativa. * indica una diferencia significativa.

Factor C Grafico de Medias

Pruebas de Multiple Rangos para % DE | Gréfico de Medias de tukey para cada una de las
INHIBICION por concentraciones de Aceite | repeticiones en % DE INHIBICION RADIAL
Esencial

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion |Casos |Media LS [Sigma LS |Grupos

es Homogéneos

1 8 52,625 0,167139 |X

2 8 84,25 0,167139 | X

3 8 88,75 0,167139 X

Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites

1-2 * -31,625 0,639689

1-3 * -36,125 0,639689

2-3 * -4,5 0,639689

* indica una diferencia significativa.

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Elaborado por: Vélez, S. 2016
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% de inhibicioén de Esporas

Factor A Factor B

Pruebas de Mudltiple Rangos para % DE | Pruebas de Multiple Rangos para % DE
INHIBICION en Hongos pat6genos INHIBICION de Aceites Esenciales

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Hongos Casos [Media LS [Sigma LS |Grupos Ac. Casos |Media LS | Sigma LS| Grupos
Pat6genos Homogéneos Esencial Homogéneos
1 12 90,1667 |0,251259 |x 2 12 88,8333 |0,251259|X

2 12 97,1667 [0,251259 | X 1 12 985 0,251259| X

Contraste __[Sig. [Diferencia __[+/- Limites Contraste  |Sig. |Diferencia _{+/- Limites

1-2 = 70 0782088 1-2 * 9,66667 0,782088

* indica una diferencia significativa. * indica una diferencia significativa.

Factor C Grafico de Medias

Pruebas de Mudltiple Rangos para % DE | Gréafico de Medias de tukey para cada una de las
INHIBICION por concentraciones de Aceite | repeticiones en % DE INHIBICION ESPORAS
Esencial

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Concentracione |Casos |Media LS [Sigma LS |Grupos

S Homogéneos

1 8 88,0 0,307729 |X

2 8 96,125 0,307729

3 8 96,875 0,307729

Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites

1-2 * -8,125 1,17776

1-3 * -8,875 1,17776

2-3 -0,75 1,17776

* indica una diferencia significativa.

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Arreglo factorial para porcentaje de germinacion de esporas

INFOSTAT
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,51611
Error: 0,7576 gl: 11

Hongos Ac.
Patdgenos Esencial Concentraciones Medias n E.E.
1 2 1 78 2 062 A
2 2 1 83 2 062 B
1 2 2 84,5 2 0,62 B C
1 2 3 87,5 2 0,62 C D
1 1 1 91 2 062 D
2 1 3 100 2 0,62 E
2 2 2 100 2 0,62 E
2 2 3 100 2 062 E
1 1 3 100 2 0,62 E
1 1 2 100 2 0,62 E
2 1 1 100 2 0,62 E
2 1 2 100 2 0,62 E
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Vélez, S. 2016
Arreglo factorial para porcentaje de crecimiento radial 48h
INFOSTAT
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,32640
Error: 0,6780 gl: 11
Hongos Patdgenos Ac. Esencial Concentraciones Medias n E.E.
1 2 1 53 2 058 A
2 2 1 61,5 2 0,58 B
1 2 2 75 2 0,58 C
1 2 3 77,5 2 0,58 C
1 1 1 88,5 2 0,58
2 1 3 100 2 0,58 E
2 2 2 100 2 0,58 E
2 2 3 100 2 0,58 E
1 1 3 100 2 0,58 E
1 1 2 100 2 0,58 E
2 1 1 100 2 0,58 E
2 1 2 100 2 0,58 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Vélez, S. 2016

72



Arreglo factorial para porcentaje de crecimiento radial 96h

INFOSTAT

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,47381

Error: 0,3750 gl: 11

Hongos Ac. Esencial Concentraciones Medias n E.E.
Patdgenos

2 2 1 0 2 043 A
1 2 1 395 2 043 B
1 2 2 59 2 043
1 2 3 68 2 043
1 1 1 95 2 043
2 1 3 100 2 043 F
2 2 2 100 2 043 F
2 2 3 100 2 043 F
1 1 3 100 2 043 F
1 1 2 100 2 043 F
2 1 1 100 2 043 F
2 1 2 100 2 043 F

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Vélez, S. 2016

Arreglo factorial para porcentaje de crecimiento radial 168h

INFOSTAT

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,90974

Error: 0,2235 gl: 11

Hongos Ac. Concentraciones Medias n E.E.
Pat6genos Esencial

2 2 1 0 2 033 A
1 2 1 155 2 0,33 B
1 2 2 37 2 033
1 2 3 55 2 033
1 1 1 95 2 033
2 2 3 100 2 0,33 F
1 1 3 100 2 033 F
2 2 2 100 2 033 F
1 1 2 100 2 033 F
2 1 1 100 2 033 F
2 1 2 100 2 033 F
2 1 3 100 2 033 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Vélez, S. 2016
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Anexo 14. Técnicas de Laboratorio

Universidad Técnica Estatal de Quevedo
Laboratorio de Microbiologin

Técnicas de aislamiento de hongos

« OBJETIVO

- Aislar y sembrar los hongos en placas Petri utilizando correctamente sus

respectivos agares y caldos de cultivo, en distintos métodos de aislamientos.

e INSTRUMENTAL

- Cémara de flujo laminar

- Bisturi

- Cajas petri,

- Hipoclorito de sodio al 3%
- Toallas de papel

- Mechero

- Marcador

- Incubadora

- Medio de cultivo PDA

- Pinzas

- Muestra vegetal con sintomas

Nota: Todos los procedimientos se deben ejecutar dentro de la camara de flujo laminar;
ademas, deben cumplirse todas las condiciones de asepsia y esterilidad que se exigen en
un laboratorio. En otras palabras, se aplican siempre las buenas practicas

microbioldgicas (BPM).
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PREPARACION DE LA MUESTRA

Las siglas PDA corresponden a los componentes del medio: papa, dextrosa y
agar. Este medio se usa para aislar éste y otros patdgenos.

Esterilizar la cdmara de flujo laminar previo a la ubicacion de los materiales,
para evitar algun tipo de contaminacion y las muestras deben estar ubicadas en

tubos de ensayos.

PROCEDIMIENTO

- Paso 1: Cortar varios trozos del tejido enfermo utilizando un bisturi estéril.

- Paso 2: Desinfectar los trozos de muestra en una caja petri de 60 mm que
contenga una solucion de hipoclorito de sodio al 3%, durante 3 minutos.
Enjuagar luego los trozos desinfectados con agua destilada estéril en otra
caja petri, vertiendo el agua sobre la muestra con una pipeta estéril.

- Paso 3: Colocar los trozos lavados sobre toallas de papel estériles durante 10
minutos para que se sequen.

- Paso 4: Cuando los trozos estén secos, tomarlos con una pinza estéril y
‘sembrarlos’ en una caja petri que contenga el medio de cultivo PDA. Hacer
lo mismo con las demas cajas (para multiplicar las muestras). Incubar las
cajas a 24 °C durante 7 dias, tiempo en que el hongo producird masas de

conidias y micelio.
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; Universidad Técnica Estatal de Quevedo
: : Laboratorio de Microbiologtia
w Técnica para Medicion Radial
e OBJETIVO

- Determinar el crecimiento radial de los hongos durante siete dias

e INSTRUMENTAL

- Contador de colonia
- Marcador indeleble

- Incubadora

Nota: Todos los procedimientos se deben ejecutar dentro de la camara de flujo laminar;
ademas, deben cumplirse todas las condiciones de asepsia y esterilidad que se exigen en
un laboratorio. En otras palabras, se aplican siempre las buenas practicas

microbioldgicas (BPM).

e PROCEDIMIENTO

- Paso 1: Desinfectar las manos y el area de trabajo.

- Paso 2: Colocar el contador de colonia en un lugar amplio y estéril.

- Paso 3: Colocar las cajas en el contador de colonia y verificar su crecimiento
sefialando con un marcador.

- Paso 4: Se aplica la formula correspondiente para verificar el porcentaje de
inhibicion.
T-Tr/T*100
Donde:

T = Testigo
Tr = Tratamiento
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Universidad Técnica Estatal de Quevedo

: Laboratorio de Microblologila

w Técnica para Medicion Radial

e OBJETIVO

- Determinar el nUmero de esporas en los hongos después de los siete dias.

e INSTRUMENTAL

- Contador de Neubauer
- Microscopio

- Micropipetas

- Puntas estériles

- Pipetas pasteur

- Vaso de precipitacion

- Tween 80

- Gasa esteril

- Microtubos eppendorf
- Agitador Vortex

- Varilla de agitacion

- Mechero

Nota: Todos los procedimientos se deben ejecutar dentro de la camara de flujo laminar;
ademas, deben cumplirse todas las condiciones de asepsia y esterilidad que se exigen en
un laboratorio. En otras palabras, se aplican siempre las buenas préacticas
microbioldgicas (BPM).

e PROCEDIMIENTO

e Paso 1: Dependiendo del tipo de muestra medir, se ha de habra de preparar una
muestra con una concentracion apta para su recuento.

e Paso 2: Retirar con cuidado la tapa de la caja petri en donde se encuentran los

hongos.
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Paso 3: En una probeta de 10 ml colocar agua estéril, para adicionar sobre el
hongo.

Paso 4: Con la varilla esparcir el micelio del hongo.

Paso 5: Con la micropipeta absorber el liquido de la caja petri para colocar en el
microtubo eppendorf previamente colocado una gasa estéril para evitar filtrar
micelio.

Paso 6: Sellar y colocar el microtubo eppendorf en el agitador VVértex para tener
una solucién homogeénea.

Paso 7: Finalmente la muestra se coloca en el contador de Neubauer para
observar en el microscopio la cantidad de esporas obtenidas del hongo.

Paso 8: Para tener el porcentaje de esporas si se realizé el conteo en cuadros
grandes se multiplica por 2000 y en cuadros pequefios se multiplica por 50000,
aplicando la férmula del crecimiento radial. También se puede aplicar las
formulas:

Conidias /ml= # de Conidias contadas*25000*ml depositado en camara de
neubauer

Conidias total = (conidias /ml) * volumen de suspension original

% de Inh. Esp = (Numero Esporas Test - Numero Esporas Trat)/ (Numero
Esporas Test) * 100
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Anexo 15. Certificado de laboratorio

|

Teléfonos: (593 5) 2757463 Fax: (593 5) 2753303
Quevedo-Los Rios-Ecuador

UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO

' Coordinacién General de Investigacién, Desarrollo e Innovacién
/ Km. I % Via Quevedo-Santo Domingo de los Tséchilas

Dr. Byron Oviedo Bayas
COORDINADOR, GENERAL DE INVESTIGACION, DESARROLLO E INNOVACION DE LA
UNTVERSIDAD TECNTCA ESTATAL DE QUEVEDO (VTEQ)

CERTIFICO:

Que la Srta. Shirley Narcisa Vélez Caldersn con nimero de identificacién 120764389-9 Egresada de la
Facultad de Ciencias Ingenieria de la Carrera de Ingenieria Agroindustrial realizo a investigacién en el
tema titulado “EVALUACION OE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA OE ACEITES
ESENCIALES DE HOJAS Y CORTEZA OE Citrus limon (LIMON SUTIL) PARA LA
INHIBICION DE HONGOS PATOGENOS PRESENTES EN (arica papaya L. (PACAYA
MARADOL) Y Carica papaya var. Solo sunrise (PAPAIA HAWAIANA) QUEVEDO 2016", bajo la
direccién del Director de Proyecto de Investigacion Ing. Flor Marina Fon Fay Visquez M.Sc, desde el 04
de diciembre del 2015 hasta el 02 de diciembre del 2016, en el drea de “Biotecnologia” Biologia Molecular,
Microbiologia, Cultivo de Tejido.

Autonizo la Srta. Shirley Narcisa Vélez Calderon hacer uso de la presente certificacién en la_forma que
estimare conveniente a sus intereses personales.

Quevedo, diciembre 13 del 2016

B \L\.&\\\ \L\,L\\\k n
“Or. Byron Oviedo Bayas
Coordinador General de Investigacion, Desarrollo e Innovacion
E-mail: boviedo@uteq.edu.ec
Universidad Técnica Estatal de Quevedo
Km. 1 % via Quevedo-Santo Domingo de los Tsdchilas, CP. 73
Teléfonos: (593 5) 2757463 Tax; (593 5) 2753303

EBVING- CPA Antonle Mendora
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