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RESUMEN

Se evalué el potencial antifngico de los aceites esencia-
les de hojas y pericarpios de Citrus sinensis (CS) y Citrus
reticulata x Citrus sinensis (CRS) frente a Rhizopus
stolonifer y Colletotrichum gloeosporioides. Las hojas
de CSy CRSinhibieron € crecimiento radial en un 100 %
en R. stolonifer en todas las dosis ensayadas (100, 200 y
400 pL), mientras que el conteo de esporas revel6 ausen-
ciade 99,8 % (100 uL) y 100 % paralas dosis de 200 pL y
400 pL. En C. gloeosporioides se observé que las hojas de
CRSYy CS provocaron lainhibicién del crecimiento radial
y ausencia de esporas en un 100 %. L os aceites obtenidos
de los pericarpios mostraron un indice de inhibicién me-
nor. Los resultados se consideran un aporte al estudio de
los aceites esenciales con actividad inhibitoria frente a
R. stolonifer y C. gloeosporioides.
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ABSTRACT

Effect of the essential oils from Citrus sinensis
and Citrusreticulata x Citrus sinensis on the
growth inhibition of Rhizopus stolonifer
and Colletotrichum gloeosporioides

The antifungal potential of leaves and peel essential oils
from Citrus sinensis (CS) and Citrus reticulata x Citrus
sinensis (CRS) against Rhizopus stolonifer and
Colletotrichum gloeosporioides was evaluated. Both CS
and CRS leaf essential oils caused 100% of radial growth
inhibition in R. stolonifer at all tested doses (100, 200 and
400 pL), while values for spore formation showed 99.8% of
inhibition for (100 uL) and 100% for 200 pL and 400 pL.
CRSand CSleaf essential oilsproduced 100% radial growth
inhibition of C. gloeosporioides and spores absence. Peel
essential oils showed a minor inhibition effect. These
results are considered a contribution to the study on
essential oils with potential antifungal activity against R.
stolonifer and C. gloeosporioides.

Keywords: Rhizopus stolonifer, Colletotrichum
gloeosporioides, citrus essential oils, papaya, spoilage.

INTRODUCCION

Carica papaya L. (Caricaceae) es e nombre botanico
con el que se conoce alapapaya, uno de los productos
agricolas de mayor auge en los Ultimos afios, no solo
por |las propiedades nutritivas que tiene sino por Sef,
ademas, un cultivo rentable. Es propia de climas tem-
pladosacalidosy se cultivaen més de 60 paisesdelas
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regionestropicalesy subtropicales; seestimaquelapro-
duccién mundia estaaproximadamenteen 11,22 millo-
nes de tonel adas anual es (1-3). Su valor nutritivo com-
prende una variedad de compuestos tales como
carbohidratos, vitaminasA, B, C, K &cido félico y mi-
neralescomo €l calcio, fésforo, magnesio, hierro, sodio,
potasio, entre otros (4).

La maduracion de la papaya ocurre inmediatamente
después de la cosecha por |o tanto debe conservarse
entre8a10 °C por un periodo maximo de 4 semanas, 0
de5a7diasa22 °C. Sin embargo, durante estetiempo
es susceptible a ataque de mi croorgani smos patdgenos,
siendo los hongos Colletotrichum sp., Rhizopus
stolonifer, Botrytis cinerea, Penicillium italicum y
Penicillium digitatum los causantes de enfermedades
postcosecha més comunes (5-7). Se conoce que lain-
feccion comienzaen el campo y permanece en reposo
o latente hasta la fase climatérica o de maduracion re-
duciendo lavidadtil y afectando negativamente el valor
comercial deestasfrutas (8-10). El control de estasen-
fermedades se basa principalmente en el uso de
fungicidas sintéticos pero estos traen efectos nocivos
para los seres humanos y el medio ambiente. Es por
esto que el uso de aceites esencial es ha captado laaten-
cion de los investigadores como alternativa natural y
biodegradable (10).

En la presente investigacion se evalu6 el potencial
antifungico delos aceites esencialesde naranja(Citrus
sinensis [L.] Osbeck) y tangor (Citrus reticulata x
Citrus sinensis) frente a cepas de Rhizopus stolonifer
y Colletotrichum gloeosporioides, aisladas del
mesocarpio de lapapayavar. Maradol.

MATERIALESY METODOS

Larecoleccion de las papayas var. Maradol se realizo
en la Finca "Fernando Jacho", Cantén Valencia, Pro-
vincia de Los Rios, Ecuador. Las papayas fueron pre-
viamente lavadas con una solucion de hipoclorito de
sodio a 3 %. Posteriormente se enjuagaron tres veces
consecutivas con aguadestiladaestéril paraeliminar [os
restos de hipoclorito de sodio. Seguidamente, se esco-
gieron las partes donde se observo descomposiciony
con la ayuda de un bisturi, se tomaron cinco mues-
tras del mesocarpio de 0,5 cm? y fueron colocadas,
cada una por separado, en cajas Petri estériles, que
contenian el medio de cultivo agar papa dextrosa,
APD (Neogen Corp., USA) y sulfato de

estreptomicina (laboratorios Richet, Argentina) al 1 %,
como antibidtico. Las placas con las muestras se deja-
ron en la incubadora a 24 °C por dos dias para €l
Rhizopus stolonifer y siete dias para Colletotrichum
gloeosporioides, para observar el crecimiento y desa-
rrollo de los micelios y conidias. Todos los procedi-
mientos se desarrollaron dentro de unacadmaradeflujo
laminar y cumplieron conlascondicionesde asepsiay
esterilidad requeridas (11). Cada colonia desarrollada
sesepard y purifico por el sistema de repiques usando
el medio de cultivo APD y la observacion se efectud
por montaje microscopico. Laidentificacion anivel de
género se realizé siguiendo las claves de Barnett y
Hunter (12) y dio como resultado que las colo-
nias aisladas correspondieron a R. stolonifer y
C. gloeosporioides. Ladeterminacion se hizo con base
alascaracteristicasdel micelio, color delacolonia, for-
ma de conidi6foros; y forma, tamafio y color de los
conidios(12-14).

En lapresenteinvestigacion se usaron aceites esencia-
les del pericarpio y hojas de naranja (Citrus sinensis
[L.] Osbeck) y tangor (Citrus reticulata x Citrus
sinensis). Los aceites esenciales del pericarpio fueron
obtenidos por hidrodestilacion y son procedentes del
Laboratorio Isabruk Botanik S.A. ubicado en laciudad
de Ambato, Provincia de Tungurahua, Ecuador. Los
aceitesde las hojas fueron obtenidos por el mismo mé-
todo en el laboratorio de Quimica Bésica, UTEQ-
Quevedo, Provincia de Los Rios, Ecuador. El efecto
inhibitorio de los aceites esenciales sobre |os hongos
Rhizopus stolonifer y Colletotrichum gloeosporioides
se determinG mediante la observacion del crecimiento
radial del micelio medido en mmy conteo del nimero
de esporas por mL de solucion (11).

Conrelacién aladeterminacion del crecimiento radial,
para este ensayo se prepararon cajas de Petri previa-
mente esterilizadasalasque selesagreg6 € medioAPD
y las concentraciones de |os aceites a ensayar 400 L,
200 L y 100 pL . Los aceites se mezclaron con Tween
2048l 1% paramejorar su solubilidady estabilidad en el
medio. Cada concentracion y tipo de aceite se colocd
en placas por separado. Unavez homogeneizado y so-
lidificado el medio, se coloco sobre el agar, unamues-
tra de aproximadamente 6 mm de diametro de cada
hongo a ensayar, igualmente en placas separadas. El
ensayo serealiz6 por duplicadoy seincluy6 unamues-
tra testigo que contenia tnicamente el medio APD y
Tween 20 a 1 %. Estas placas se incubaron a 24 °C,
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tomando mediciones diarias del crecimiento radial en
mm durante un lapso de siete dias con el uso de un
calibrador vernier. Para determinar el porcentaje de
inhibicion se usé laformulaT - Tr/ T * 100, donde:
T: testigo; Tr: tratamiento.

Una vez observado el crecimiento radial se continué
con €l conteo del nimero de esporas por hongo ensa-
yado en el estudio. Para esto se adicionaron 10 mL de
aguadestilada estéril acadaunadelasplacasusadasen
el crecimiento radial. Se agit6 cada placa suavemente
conunavarilladevidrioy setomé unaaicuotade 1 mL
deaguaalaqueseleagregd 1 uL de Tween 20 a 1 %.
Estas muestras se colocaron en viales Eppendorf y se
agitaron en un \Vortex mixer para obtener unasolucion
homogénea. El nlmero de esporas se contd usando una
cdmarade Neubauer (Marienfeld 0,0025 mmx 0,1 mm
de profundidad) con la ayuda de un microscopio
(OlympusCX1, lentenimero 10) (15). El porcentaje
de inhibicién se determiné mediante la férmula
T-Tr/T* 100, donde: T: testigo; Tr: tratamiento.

Losandlisisestadisticos serealizaron usando el método
devarianzay el sistema Stats Graphics Centurion. Para
laseparacion de medias delostratamientos seutilizo la
pruebade significanciade Tukey (p<0,05).

RESULTADOSY DISCUSION

En la presente investigacion se evalud el potencial
antifingico delosaceitesesencialesdeC. sinensis(CS)
y C. reticulata x C. sinensis (CRS) frente a cepas de
R. stolonifer y C. gloeosporioides, aisladas del
mesocarpio de la papaya var. Maradol. Se ensayaron
diferentes concentraciones (100, 200 y 400 pL), tanto
paralos aceites obtenidos delas hojas como delas cor-
tezas de estoscitricos. Losaceitesdelashojasde CSy
CRS mostraron fuerte actividad inhibitoriatanto del cre-
cimiento radial como en la formacion de esporas en
ambos hongos (Tabla 1). En R. stolonifer inhibieron el
crecimiento radial en un 100 % en todas|as dosisensa-
yadas, mientrasque el conteo de esporasrevel 6 ausen-
ciade 99,8 % paraladosisde 100 pL y 100 % paralas
dosis de 200 pL y 400 pL. Sin embargo, los aceites
obtenidos de | os pericarpiosmostraron un indicedein-
hibicion menor al compararlosconlosdelashojas. En
cuanto a crecimiento radial CS mostr6 88,8 % para la
dosisde100pL, 80,8%en200pL y 87,8% en400 pL.
Por su parte, CRS revel 6 un minimo poder inhibitorio
en ladosisde 100 pL con solo un 9,1 %,; seguido por

un 44,4 % ala dosis de 200 pL, mientras que a una
dosis mayor, 400 L, mostré un 89,9 % de inhibicion.
En lo que respecta a la presencia de esporas, €l aceite
del pericarpio de CS present6 un 95,69 % de ausencia
paralas dosis de 100 pL y 200 pL y 91,13 % para la
dosisde400 pL a compararloconé€ aceitedd pericarpio
deCRScuyosvaoresson 72,41 %enladosisde 100 L,
64,38 % enladosisde200 pL y 91,39 % en ladosisde
400 pL (Tabla 2).

En C. gloeosporioides se observé igualmente que los
aceitesdelashojasde CRSy CSprovocaronnosolola
inhibicién del crecimiento radial en un 100 % sino una
ausencia de espora del 100 %, mostrando una fuerte
actividad antifungicafrente aeste hongo. Sin embargo,
los aceites de |os pericarpios de CRS y CS mostraron
un comportamiento diferente. El aceite del pericarpio
de CSrevel6 un 77,4 % de inhibicion del crecimiento
radial aladosisde 100 pL pero unacompletainhibicion
(100 %) enlasdosisde 200 pL y 400 pL, mientras que
el aceite del pericarpio de CRS mostré valores entre
52,5 % (100 pL), 75,9 % (200 uL) y 81,1 % (400 uL)
de presenciade esporasindicando un poder antifangico
mucho menor.

Lamuestratestigo deR. stolonifer revel d un crecimiento
exponencial que oscil6 entre 49y 99 mm, en observa
cionesredlizadasalas24 hy 48 h. C. gloeosporioides
igualmenterevel 6 un crecimiento exponencia que osci-
[6 entre 11 y 69 mm en observacionesrealizadas desde
las 24 h hastalas 168 h de ensayo.

En la actualidad existe un gran interés de parte de los
investigadores hacialablsquedade alternativas natura-
les que ayuden a combatir las plagasy alargar lavida
media de los productos postcosecha. Un estudio reali-
zado en Venezuelacon €l aceite esencial del pericarpio
deC. sinensisvar. Valenciarevel 6 actividad inhibitoria
entre 80 a 100 % del crecimiento radial y ausenciade
esporas frente a Colletotrichum gloeosporioides,
Penicillium indicum, Fusarium solani, Rhizopus
stolonifer y Aspergillus flavus, lo que indica que €l
aceite esencial de estaespecie puede usarse como alter-
nativa factible para el control natural y eficaz de hon-
gos postcosecha (10).

L os extractos de diversas plantas también han sido ob-
jeto de estudio paradeterminar laactividad antifungica
frente a los hongos que causan dafio a los productos
postcosecha
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Tabla 1. Crecimiento radial deloshongos ensayados a diferentestiempos

Tratamiento con los Rhi zopus CoIIetotriphum
i : stolonifer gloeosporioides
aceites esenciales (h) .
Concentraciones (pL)
Citrus Snens's 100 200 400 100 200 400
(hojas)
24 - - - - - -
48 - - - - - -
72 - - - - - -
96 - - - - - -
120 - - - - - -
144 - - - - - -
168 - - - - - -
Inhibicion (%) 100 100 100 100 100 100
Citrus sinensis 100 200 400 100 200 400
(pericarpio)
24 9 11 12 - - -
48 10 19 - - - -
72 - - - 8 - -
96 - - - 8 - -
120 - - - 13 - -
144 - - - - - -
168 - - - - - -
Inhibicién (%) 88,8 80,8 87,8 77,4 100 100
Citrus reticulata x Citrus 100 200 400 100 200 400
sinensis (hojas)
24 - - - - - -
48 - - - - - -
72 - - - - - -
96 - - - - - -
120 - - - - - -
144 - - - - - -
168 - - - - - -
Inhibicién (%) 100 100 100 100 100 100
Citrusreticulata x Citrus
sinensis (pericarpio) 100 200 400 100 200 400
24 10 8 9 - - -
48 15 8 - - - 8
72 19 9 - - - 9
96 22 9 - 14 8 -
120 28 10 - 18 9 -
144 36 13 - 26 15 -
168 54 18 - 31 20 -
Inhibicién (%) 91 444 89,9 52,5 75,9 81,1

El crecimiento radial esta expresado en mm. Se partié de una muestra de cada hongo de 6 mm de
diametro.

69 Ciencia y Tecnologia de Alimentos Vol. 26, No. 3, 2016




Tabla 2. Conteo de espor as después de 168 h de tratamiento

Rhizopus Coalletotrichum
Aceite esencial stolonifer _ gloeosporioides
Concentraciones (uL)
100 200 400 100 200 400
C. sinensis (hojas) 99,76 100 100 100 100 100
C. sinensis (pericarpio) 95,69 95,69 91,13 95,50 98,76 96,46
(_thrus_retlcu_l ata x Citrus 99,76 100 99,76 100 100 100
sinensis (hojas)
Cirusreticulatax Citrus 7, 4 64,38 91,39 5015 2419 27,73

sinensis (pericarpio)

Lainhibicion de la presencia de esporas esta expresada en porcentgje.

Los extractos de Allium sativum y Cinnamomum
zeylanicum, mostraron efecto inhibitorio del 100 % so-
breel crecimientoradial, lagerminaciony esporulacion
de C. gloeosporioides, considerandose efectivos para
inhibir el desarrollo del hongoinvitro (16).

Otro estudio realizado con losextractos diclorometanico,
hidroal cohdlicoy metandlico obtenidosdelassemillasde
Swietenia humilis(Méeliaceae) fueron analizados parade-
terminar su efectoenlainhibiciondel crecimientomicdid,
esporulacidny ateracionesen lasestructurasgerminativas
deR golonifer, causante delapudricion blandaen horta:
lizas. En esteestudio seobservé qued extracto metandlico
inhibié laformacion deesporasen un 100 % mientrasque
losextractosdiclorometani co e hidroa coholico causaron
l[ainhibicién enun 85,8y 97,7 %, respectivamente (17).

Un estudio realizado en México revel 6 que el extracto
de las hojas de Cestrum nocturnum posee efecto inhi-
bitorio del crecimiento micelial de R. stolonifer alas
concentracionesde0,5; 2; 5y 10 mg/mL (18). Por otro
lado, los extractos de Lantana camara, Lantana
viburnoides, Echinops sp. y Ruta chalepensis mostra-
ron valores de inhibicién de formacion de esporas de
88,7; 85,8; 85,1y 84,6 %, respectivamente (19). Los
resultados observados en la presente investigacién se
consideran un aporteimportante a estudio delos acei-
tesesencialescon potencia actividad inhibitoriafrente
aR. stolonifer y C. gloeosporioides.
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