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RESUMEN

La antracnosis, producida por el hongo Colletotrichum sp., es una de las
principales limitantes en la produccion de aguacate Hass, esta enfermedad tiene
una amplia distribucion y reviste una gran importancia economica, causando
pérdidas que pueden superar el 20 %. Este estudio tuvo como objetivos determinar
el tamafio optimo de la membrana difusora de aceite esencial obtenida mediante la
técnica de electrospinning para un mayor control de la antracnosis en condiciones
in vitro, evaluar el efecto de dicha membrana en la postcosecha del aguacate Hass
y validar el impacto del tamafio de la membrana en la incidencia y severidad del
patdgeno en el fruto bajo condiciones de exportacion. A nivel in vitro se desarrollé
un disefio factorial 1% con niveles de variacién en los tamafios de membrana (1/2 y
1/4), se evalug el crecimiento radial de Colletotrichum sp. en medios de cultivo Agar
Papa Dextrosa (PDA) sembrados con el patbgeno en almacenamiento con la
membrana difusora a 22 °C. Como resultado se obtuvo que el tamafio de membrana
% generd un mayor control en el crecimiento del patdgeno con un porcentaje de
inhibicion mayor al 50 %. La presencia de la membrana en frutos con tratamiento
de campo vy frutos sin tratamiento no generé diferencias estadisticas significativas
(p<0,05) en las variables postcosecha; analisis de color, conductividad, materia
seca, pH y acidez titulable. En frutos de aguacate Hass inoculados con
Colletotrichum sp, no se presentan efectos estadisticamente significativos (p<0.05)
sobre la incidencia; sin embargo, la severidad se ve reducida en un 34 % al utilizar

un tamanio de membrana 1/4.

Estos resultados demuestran la viabilidad en el uso de la membrana difusora
para control bioldgico del hongo Colletotrichum sp. en la postcosecha de aguacate

Hass y asi reducir el uso de fungicidas de sintesis quimica.
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ABSTRACT

Anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum sp., is one of the main
limiting factors in Hass avocado production. This disease is widely distributed and
has significant economic importance, causing losses that can exceed 20%. The
objectives of this study were to determine the optimal size of the essential oil diffuser
membrane obtained through the electrospinning technique for enhanced control of
anthracnose under in vitro conditions, evaluate the effect of this membrane on the
postharvest of Hass avocado and to validate the impact of membrane size on the
incidence and severity of the pathogen in the fruit under export conditions. At the in
vitro level, a factorial design 12 was developed with varying levels of membrane sizes
(1/2 and 1/4). The radial growth of Colletotrichum sp. was evaluated on Potato
Dextrose Agar (PDA) culture media inoculated with the pathogen and stored with the
diffuser membrane at 22 °C, as a result, it was found that the 2 membrane size
provided better control over pathogen growth, with an inhibition percentage greater
than 50 %. The presence of the membrane in field-treated fruits compared to
untreated fruits did not generate statistically significant differences (p<0.05) in
postharvest variables such as color analysis, conductivity, dry matter, pH, and
titratable acidity. In Hass avocados inoculated with Colletotrichum sp., no statistically
significant effects (p<0.05) were observed on incidence; however, severity was

reduced by 34% when using a 1/4 membrane size

These results demonstrate the feasibility of using the diffuser membrane for
the biological control of the fungus Colletotrichum sp. in the postharvest of Hass
avocado, thereby reducing the need for synthetic chemical fungicides

Key words:

Phytosanitary barriers, Avocado Hass, biological control.
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1. INTRODUCCION

En los Ultimos afios, se ha presentado un crecimiento significativo de la
produccion y comercializacién del aguacate Hass en Colombia, para el periodo
2020-2023 se tuvo un crecimiento promedio del 9% en toneladas netas y las
exportaciones en el afio 2023 reportaron ventas de aproximadamente US $200,5
millones (ANALDEX, 2024).

A pesar del crecimiento de este cultivo en los dltimos afios, existen limitantes
sanitarias que afectan tanto la produccién como la calidad del fruto, entre las cuales
se encuentra la antracnosis, una enfermedad que provoca lesiones definidas en la
pulpa y cascara del fruto. Sin embargo, estos sintomas se manifiestan
principalmente en la etapa de postcosecha (Morales & Henriquez, 2021). Diferentes
condiciones ambientales como la humedad relativa mayor a 80 % y la temperatura
entre 12 °C — 22 °C favorecen el crecimiento y desarrollo de esta enfermedad en
cultivos de aguacate Hass (Scot, 2008). Actualmente, el control de antracnosis se
basa en la aplicacién de fungicidas de sintesis quimica que pueden llegar a afectar
el agroecosistema. Las altas pérdidas ocasionadas por la antracnosis ascienden a
USD $40 millones (Rodriguez et al., 2009), afectando principalmente la etapa de
postcosecha. Ademas, el uso de fungicidas presenta limitaciones significativas en
el control de esta enfermedad. Por esta razon, se han investigado diversos métodos
de control biolégico que reduzcan el impacto de la antracnosis en los cultivos de
aguacate Hass, como microorganismos antagonistas, recubrimientos (Zapata-
Narvaez et al., 2021) y aceites esenciales (Diaz et al., 2019). Dentro de estas
alternativas, el uso de aceites esenciales tiene un potencial de aplicacion para la
postcosecha, incorporandolo en membranas que brinden una liberacion controlada
del compuesto bioactivo. En este sentido, el objetivo en este trabajo fue emplear
una membrana difusora para implementar alternativas modernas que incluyen
estrategias bioldgicas para controlar esta enfermedad, y asi demostrar la viabilidad

en el uso de membranas difusoras bajo condiciones de exportacion.
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A continuacion, se determino la eficacia del uso de membranas difusoras
para el control de antracnosis, modificando variables como temperatura y humedad
gue permitan tener condiciones propias del almacenamiento y transporte a destino

de exportacion.

2. MARCO TEORICO

2.1 Contexto aguacate Hass

El aguacate Hass, es considerado un fruto tropical, que se desarrolla en
climas calidos y templados, es reconocido por ser un alimento natural que aporta 25
% de vitamina K ,17 % de vitamina C y alrededor del 70 % de acidos grados; omegas
3,6,7 y 9 (Hernandez et al.,, 2018). Se encuentra en el grupo de los frutos
climatéricos (Ochoa et al., 2021) y gracias a su alta demanda nacional e
internacional y los usos que se le pueden dar a este fruto se posiciona como uno de
los mas importantes para el pais (Hernandez et al., 2018). Segun el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural (MADR), el 34 % del total de area sembrada de

aguacate en el pais, corresponde a la variedad Hass.

2.2 Producciony mercado

El comportamiento de produccion y mercado de la fruta, segun cifras de
Asohofrucol , para el afio 2023 se presentod un crecimiento aproximado del 17 % con
relacion al 2022, por un valor de US$ 200,5, siendo esta una cifra significativa para

la economia del pais.

A nivel regional, la produccion de aguacate Hass se encuentra alrededor de
47.000 toneladas, correspondientes a 10.500 hectareas sembradas (ANALDEX,
2024), Antioquia se considera lider en produccion de esta variedad, se estima que,
de las 28.122 Ha en produccion en todo el pais, 24.314 estan cultivadas en este
departamento (Asohofrucol, 2024).
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En cuanto a la producciéon de aguacate Hass a nivel mundial, en la Tabla 1
se evidencia que para el afio 2023 Colombia ocupo el segundo lugar con una cifra
de 979.617 Ton (ANALDEX, 2024).

Tabla 1. Principales productores de aguacate Hass (Ton) en el mundo.

Pais Produccidn (ton).
México 2.442.877
Colombia 979.617
Pera 777.095
Republica Dominicana 634.368
Chile 169.031

Fuente: (ANALDEX, 2024)

El aguacate Hass producido en el pais se exporta a mas de 36 paises, entre
los cuales se encuentran, Paises Bajos, Reino Unido, Espafia, Bélgica y Francia
(Tabla 2)

Tabla 2. Ventas y porcentaje de exportacion de aguacate Hass a los principales

mercados del mundo en 2023.

Pais Destino Ventas Participacion
(USD) (%)
Paises Bajos 94,7 millones 47,2
Estados Unidos | 23,4 millones 11,6
Espafa 23,2 millones 11,5
Reino Unido 22,7 millones 11,3
Francia 9,9 millones 8,4

Bélgica 9,7 millones 5

Fuente: (ANALDEX, 2024)

Asi mismo, entre los meses de enero y diciembre del afio 2023 se registro un
crecimiento del 9% respecto a las exportaciones del afio 2022, con un total de
114.535 Toneladas. Entre los principales paises de destino se encuentran Paises
bajos, Estados Unidos y Espafia (ANALDEX, 2024)
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2.3 Limitantes fitosanitarias

La antracnosis es una enfermedad causada por el hongo Colletotrichum sp.,
asociado a dos especies, Colletotrichum gloesporoides. y Colletotrichum acutatum
que ocasionan pérdidas econdémicas en diferentes cultivos (Zakaria, 2021). Esta
enfermedad genera sintomas como lesiones de forma ovalada, oscuras y hundidas
en el exterior de la fruta, se da principalmente en campo durante su desarrollo, y su
sintomatologia se evidencia durante la postcosecha y el almacenamiento, en donde
los niveles de etileno aumentan como resultado de una maduracion en el fruto
(Morales & Henriquez, 2021). Adicional a esto es considerada la principal
enfermedad de tipo fungico que afecta frutos como el mango, la guayaba, la papaya,
el aguacate, entre otros, causando dafios considerables en frutos (Valdés et al.,
2017).

Los cambios bioquimicos que ocurren durante la maduracion en los frutos
como la produccion de etileno, la tasa respiratoria, los azucares solubles, entre otros
(Balaguera & Herrera, 2012), atribuyen a que la infeccidn se siga desarrollando y se

demuestre con en la etapa de la postcosecha (De Silva et al., 2017).

El estado quiescente del hongo se define como la presencia del patdégeno sin
manifestar sintomas, este inicia en el momento en el que se da el contacto de la
espora con la superficie del fruto, germina y se mantiene inactivo hasta la
maduraciéon del fruto hospedero del hongo. La terminaciéon de la quiescencia se
debe a la participacion del etileno en la maduracion del fruto, esto gracias a que
Colletotrichum sp tiene la capacidad de utilizar la hormona de la maduracién
correspondiente al etileno como sefal para activar el proceso de infeccion y terminar

la inactividad quiescente (De Silva et al., 2017).

Actualmente, los fungicidas son una herramienta principal en cultivo y
postcosecha para controlar el desarrollo de la enfermedad y las pérdidas
ocasionadas. Sin embargo, su uso se ha limitado como consecuencia de la toxicidad

y los posibles riesgos ocasionados a la salud (Landero-Valenzuela et al., 2016).
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Imidazol, es uno de los fungicidas de sintesis quimica mas importantes en la
agricultura, especificamente de uso en postcosecha (AGQ, 2019). Desde el inicio
de su comercializacion en los afios 90, se convirtid en el fungicida predilecto para
los productores de aguacate en Colombia, gracias a su control en enfermedades
como la antracnosis, causada por hongos del género Colletotrichum sp. (Pacheco,
2020).

Durante los ultimos 20 afos la aplicacion de Imidazol se ha realizado por
medio de inmersion del fruto de aguacate después de la cosecha (Pacheco, 2020),
sin embargo, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) impide la
exportacion a ciertos paises en donde no es permitido la presencia de residuos de
este compuesto activo, tal es el caso de Estados Unidos en donde también se

prohibe la importacion de productos como mango, limén y mandarina (Oliver, 2021).

Otro ejemplo de fungicida quimico es el Thiabendazole, este compuesto
inhibe el desarrollo y crecimiento fungico, es eficaz en el control de diversas
enfermedades tales como la pudricién peduncular en palto y mango, Botrytis en
tomate y naranjos, entre otros. La aplicacion de este fungicida puede llevarse a cabo
tanto antes como después de la cosecha, dependiendo de la enfermedad especifica

que se esté tratando (Syngenta, 2022).

La pudricién peduncular es otro agente que causa pérdidas y complicaciones
significativas a los productores de aguacate Hass en el contexto de la exportacion
(Soto, 2021), esta afeccidon se produce en la union del fruto con el pedunculo y se
caracteriza por la presencia de lesiones de color café oscuro a negro en su interior
(Grisales et al., 2019). Esta problematica se ha convertido en una de las mas
preocupantes para la industria debido a que sus sintomas se manifiestan después

de la cosecha y durante el transporte (Valencia et al., 2020).

2.3.1 Colletotrichum sp

Colletotrichum sp., es un importante patdogeno quiescente (Jayawardena et

al., 2021). Es uno de los principales hongos que pueden desencadenar la
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antracnosis en una variedad de frutos, principalmente en hospederos de climas
tropicales. Las infecciones quiescentes provocadas por este hongo por lo general
no se manifiestan durante la etapa de cultivo; el hongo puede permanecer inactivo
durante semanas y solo manifestarse cuando el fruto alcanza su etapa de madurez
(Guédez & Rodriguez, 2021).

Existen condiciones favorables para el desarrollo de Colletotrichum sp, la
temperatura Optima para el crecimiento de este patdgeno es de 22 a 25 °C y un pH
de 5,8 a 6,5 (Sharma & Kulshrestha, 2015). En cuanto a sus caracteristicas
macroscopicas, sus colonias tienden a tener un color que varia de gris claro a gris
oscuro. Ademas, es conocido por causar lesiones en el fruto que adquieren un tono
café, y en lo que respecta a sus caracteristicas microscépicas, se observa que este

hongo posee hifas septadas (Rodriguez et al., 2009).

2.4 Control biolégico en postcosecha para el manejo de antracnosis

Con relacion a la problematica con el uso de fungicidas para el control de
antracnosis, es necesario integrar alternativas de control biolégico mediante el uso
de microorganismos antagonistas. Investigaciones han demostrado el potencial de
Trichoderma como agente antagonista de patdgenos fungicos, segun Lépez et al.
(2022) esta bacteria a nivel in vitro logré generar inhibiciones mayores al 80 % en
cepas de Neofusicoccum parvum, Colletotrichum sp. y Diaporthe sp. Por otra parte,
a nivel in vivo en frutos de aguacate se observé mayor actividad antagonica sobre

C. gloeosporioides y una reduccion del 2 % en sintomas de pudricion de peddnculo.

El uso de la bacteria Lysinibacillus xylaniticus, la levadura Rhodotorula
glutinis (actualmente re identificada como Rhodotorula mucilaginosa) y el
recubrimiento del fruto con quitina ha demostrado tener una eficacia del 69 % para
el control de antracnosis en mango, asimismo, un bioensayo compuesto por quitina
y tratamiento térmico al fruto presento una eficacia en el control de las infecciones

qguiescentes de C. gloeosporoides del 84 % (Zapata-Narvaez et al., 2021)
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Segun el estudio llevado a cabo por Carrillo et al. (2004), se demostro que el
uso de Bacillus subtilis y Rhodotorula minuta mostré una mayor efectividad para el
control de la antracnosis respecto al control quimico convencional que se suele
aplicar a los frutos. La severidad de la enfermedad se redujo en un 60.5 % con el
uso de estos agentes bioldgicos, en contraste con el 42 % de reduccion obtenido
con el fungicida quimico Benomil (a una concentracion de 10.5¢g/L). Adicional a esto,
al evaluar el efecto en la calidad postcosecha de los frutos, se observé que no se
produjeron cambios significativos tras la aplicacion del control biologico. Esto
sugiere que el uso de Bacillus subtilis y Rhodotorula minuta puede ser una

alternativa efectiva, sin comprometer la calidad de los frutos (Carrillo et al., 2004).

En este sentido, se estan evaluando otras técnicas para el control de esta
enfermedad en postcosecha, entre estas se encuentra el desarrollo de membranas
difusoras de aceites esenciales producidas mediante la técnica de electrospinning
(Mele, 2020). Estudios han demostrado que el uso de nanofibras con aceites
esenciales presentan actividad antimicrobiana en bacterias como Salmonella
Typhimurium y Listeria monocytogenes (Soto, 2018) y hongos como Aspergillus

niger (Ledezma et al., 2014).

2.5 Membrana difusora

La elaboracién de membranas difusoras o nanofibras poliméricas puede
llevarse a cabo por diferentes técnicas, entre las cuales se encuentra el Método gas
jet, la tecnologia melt blown, el método de separacion por fases, el procesamiento
con moldes y la técnica de electrospinning, siendo esta ultima la més utilizada para
la elaboracion de membranas, debido a su facilidad de procesamiento, economia y

posibilidad de obtener fibras alineadas (Kamiyama et al., 2012).

El frecuente uso de las membranas difusoras se da por la gran variedad de
aplicaciones que esta tiene, su versatilidad permite su uso en ingenieria de tejidos,
energia, medio ambiente y en el sector alimenticio. Una de las aplicaciones

importantes de las nanofibras en los alimentos es la nanoencapsulacion de
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compuestos bioactivos (Wen et al., 2017). Por otra parte, estas cuentan con una
capacidad de difusion del principio activo durante un periodo de tiempo, en donde

se pueden utilizar aceites esenciales (Pataquiva & Coba, 2018).

A nivel postcosecha, se han desarrollado técnicas de conservacion por medio
de materiales micro y nanoestructurados, los recubrimientos comestibles
representan una alternativa antimicrobiana en frutas y verduras (Li et al., 2019)
como fresas, pepinos, pimientos, mangos y otros de alta susceptibilidad (Dhall,
2013). Una aplicacion de recubrimientos nanofibrosos en frutos de manzana verde
(Granny Smith) a base de proteina de maiz y curcumina demostré una reduccion
del 50% de lesiones generadas por Penicillium expansum durante su etapa de

almacenamiento (Rosero et al., 2020).

2.6 Aceites esenciales y su potencial uso en el control de la antracnosis en

postcosecha

Los aceites esenciales (AE) son compuestos organicos volatiles presentes
en las plantas o frutos, la mayoria de estos estan conformados por mezclas
complejas que involucran un cierto namero de compuestos (Bertoli et al.,
2004),comunmente se obtienen por hidrodestilacion o destilacion por arrastre de
vapor (Raveau et al., 2020). Se ha reportado que alrededor del 1 % de los
metabolitos secundarios de las plantas estan constituidos por aceites esenciales,
principalmente estan representados por terpenoides,
fenilpropanoides/bencenoides, derivados de &acidos grasos y derivados de

aminoacidos (Dudareva et al., 2007)

Se consideran sustancias con actividad antimicrobiana contra virus, bacterias
y hongos, una caracteristica importante de estos compuestos corresponde a la
capacidad de pasar por biomembranas por difusion libre, permitiendo una buena
biodisponibilidad de los compuestos volatiles en diferentes superficies (Sharopov et
al., 2015).
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En el mismo sentido, se dice que son bioeficaces, econdmicos y
ambientalmente seguros; esto por ser de origen bioldgico, se considera que pueden
ser candidatos para uso como agroquimicos y asi disminuir el uso de fungicidas
(Iborahim et al., 2015). Diferentes investigaciones demuestran que los aceites
esenciales contienen compuestos antimicrobianos contra diferentes patdogenos
fungicos, dado que su actividad volatil afecta directamente el desarrollo del hongo
(Zaker, 2016), los AE poseen 5 mecanismos de accién respecto a su actividad
antifangica, entre los cuales se encuentra inhibir la formacion de la pared celular de
los hongos, alterar la membrana celular al impedir la sintesis de ergosterol, afectar
las mitocondrias fangicas para inhibir el transporte de electrones mitocondriales,
inhibir la division celular, interferir con la sintesis de ARN o ADN impidiendo la
sintesis de proteina (Raveau et al., 2020).

El uso de aceites esenciales de canela (Cinnamomum zeylanicum), clavo
(Syzygium aromaticum), azafran (Crocus sativus), mogra (Jasminum sambac) y
madera de cedro (Cerdrus deodara), tienen un efecto inhibitorio en el crecimiento in
vitro de C. gloeosporioides, patégeno responsable de la antracnosis (Rabari et al.,
2018).

El aceite esencial de naranja (Citrus sinensis L.), ha demostrado presentar
actividad antifingica sobre los hongos Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium
indicum, Fusarium solani, Rhizopus stolonifer y Aspergillus flavus, el porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial del hongo se ve disminuido en un 80 % utilizando
el aceite esencial de naranja (AEN) en concentraciones del 1 %, mientras que en
concentraciones entre 2.5 % y 5 % del AEN se puede lograr una inhibicién del 100
% (Guédez et al., 2014).

Los aceites de curcuma (Curcuma longa) y jengibre (Zingiber officinale)
generan inhibicion al crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides. Al realizar
pruebas in vitro con cepas obtenidas a partir de cultivos de fiame se evidencia que
el uso de este tipo de aceites puede disminuir la presencia de este patégeno hasta
en un 85 %, (Pérez Cordero et al., 2021). Igualmente, el aceite de albahaca muestra

18



actividad inhibitoria contra Colletotrichum sp. en el iame, al utilizar 10.000 ppm del
aceite en las pruebas in vitro se evidencia un porcentaje de inhibicion del 90 %
(Pérez Cordero et al., 2018).

Para el caso de la antracnosis presente en mango, el aceite esencial de limon
de cerca (Swinglea glutinosa) inhibe el crecimiento del hongo Colletotrichum sp.
dependiendo de la concentracion utilizada de aceite esencial, en este caso para
concentraciones de 0.3 %, 1 % y 2 % el porcentaje de inhibicidon corresponde a
31.16 %, 52.77 % y 82.41 %, respectivamente (Camargo Pifieres et al., 2021).

Adicional a estos aceites esenciales, estudios demuestran que los aceites de
tomillo (Thymus vulgaris), menta (Mentha piperita L) y citronela (Cymbopogon
nardus) contienen propiedades antifingicas sobre el crecimiento in vitro de C.
gloeosporioides, el aceite de tomillo present6é una inhibicién radial del 53,19 %, el
aceite de menta un 41,62 % y la citronela 23,54 % (Sellamuthu et al., 2013).

La citronela, es una planta que puede llegar a tener una altura de dos metros,
se caracteriza por su color verde intenso, y su principal componente quimico
corresponde al citral 78 %-82 % (Aceite volatil). Esta composicién quimica, permite
gue el aceite esencial de Cymbopogon cuente con actividad antimicrobiana, donde
se incluye la inhibicion y control de hongos relacionados a infecciones en

postcosecha de frutas (Tzortzakis & Economakis, 2007).

El aceite esencial de citronela (Cymbopogon nardus) ha demostrado
actividad antimicrobiana en semillas de pimiento sobre el desarrollo de C.
gloeosporioides, en la etapa in vitro el porcentaje de inhibicion del hongo se
encuentra entre el 25 % y 30 % teniendo una concentracion del 25 % del aceite
(Nascimento et al., 2020).

Su alto contenido de citral permite dicha actividad antimicrobiana, el aceite
esencial de citronela cuenta con la capacidad de reducir la germinacién de esporas
en Colletotrichum sp, los efectos antifungicos se relacionan directamente con la

concentracion del aceite (Tzortzakis & Economakis, 2007).
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3. Planteamiento del problema

La antracnosis es la principal limitante en la produccion de aguacate Hass,
generando pérdidas del 20 % en la produccion (Rodriguez et al., 2009), siendo de
dificil control y manifestandose en postcosecha, transporte y/o en la etapa de
almacenamiento del fruto (Morales & Henriquez, 2021), esto cuando no se ha
realizado una accion de control preventiva. La identificacion temprana de esta
enfermedad en el fruto se dificulta a causa del microorganismo promotor de la
antracnosis, el género Colletotrichum sp. puede causar infecciones latentes y
permanecer inactivo hasta la maduracion del fruto, de alli que esta enfermedad se

manifieste en postcosecha (Kumar & Tiwari, 2013).

Una restriccion importante para el control de esta enfermedad es el uso de
fungicidas quimicos, esto gracias a que su uso prolongado puede generar
repercusiones en la salud humana y al agroecosistema (Diaz et al., 2019), tal es el
caso de Imidazol, el cual, en paises como Estados Unidos no se admite la presencia
de residuos de esta sustancia en los frutos, de la misma forma, actualmente en
Colombia no se permite el uso de este fungicida quimico (Oliver, 2021) adicional a
esto, su uso prolongado puede contribuir a la aparicibn de cepas resistentes
haciendo que estos fungicidas ya no sean efectivos para el control del patégeno
(Gutiérrez et al., 2004).

La implementacion de controles biolégicos mediante el uso de
microorganismos antagonistas, biofungicidas, y/o aceites esenciales, surge como
una alternativa para el control de diferentes enfermedades pre y postcosecha
(Hernandez et al.,, 2017), actualmente alrededor de 11 paises se encuentran
desarrollando estrategias para el manejo de antracnosis a partir de controles
bioldgicos, siendo México uno de los paises con mayor niamero de investigaciones
en el tema (Diaz et al., 2019), esto como causa de que se considera una técnica
mas efectiva y segura para la salud del consumidor y el agroecosistema (Mejia et
al., 2008).
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Los aceites esenciales hacen parte de este grupo de controles bioldgicos
para el manejo de diferentes microorganismos, en donde su mecanismo de accion
consiste principalmente en atacar el crecimiento micelial del hongo (Dubey et al.,
2008). Los compuestos activos de los aceites esenciales han demostrado lograr una
inhibicion del crecimiento micelial entre el 73 % y el 98 % (Espafia et al., 2017), un
80% para la inhibiciébn de esporulacién (Dubey et al., 2008) y en cuanto a la
reduccion de las lesiones 35 % (Bolivar et al., 2009). En tal sentido, se busca evaluar
la eficacia del control de la antracnosis durante la postcosecha de aguacate Hass
(Persea americana 'Hass’) mediante el uso de una membrana difusora de aceites

esenciales.

4. Justificacion

Es importante tener en cuenta las enfermedades que se pueden presentar
en los alimentos, en este caso en particular, la antracnosis es una enfermedad que
causa perdidas del 20 % en postcosecha de aguacate Hass (Rodriguez et al., 2009).
La calidad exigida para productos tipo exportacion se enfatiza en frutos libres de

plagas o enfermedades, siendo una de estas la antracnosis.

Adicional a esto, para el control de hongos presentes en la postcosecha de
diferentes frutos, se han venido utilizando fungicidas de sintesis quimica, generando
efectos nocivos para el ambiente y los seres humanos, con propiedades y efectos
toxicoldgicos distintos (OMS, 2022). En el caso de Colombia, los efectos a la salud
(intoxicaciones y posible carcin6geno humano) y al medio ambiente (Toxicidad alta
para organismos acuaticos) han conllevado a la prohibicion de Imidazol, fungicida
quimico primordial para el control de antracnosis en postcosecha. Por otra parte,
Mertec es un producto que contiene como base Thiabendazole, y tiene como
finalidad la inhibicién del desarrollo y crecimiento fungico, sin embargo, segun la
resolucion 2906 de 2007 expone los limites permitidos de residuos de plaguicidas
(LMR), la cual sefiala un LMR de 15 (mg/Kg) para aguacate.

21



Asimismo, el uso de productos con Thiabendazole como ingrediente activo,
pueden generar afectaciones a la salud o al medio ambiente, estudios demuestran
que en humanos puede causar intoxicacion aguda, en fauna la toxicidad puede ser
leve para aves y abejas, mientras que para peces esta sustancia resulta mortal
(Marcos et al., 2005)

La implementacibn de controles biologicos mediante el uso de
microorganismos antagonistas, biofungicidas, y/o aceites esenciales, surge como
una alternativa para el control de diferentes enfermedades pre y postcosecha
(Hernandez et al., 2017), el uso de aceites esenciales en combinacion con una
membrana difusora muestra un gran potencial como alternativa para el control
biolégico de la antracnosis en la postcosecha del aguacate Hass, generando
disminuciones en las pérdidas para el productor a causa de esta enfermedad, al
igual que la reduccion de fungicidas de sintesis quimica que afectan el
agroecosistema, esto gracias a que diferentes estudios han comprobado la

presencia de propiedades antimicrobianas en dichos extractos naturales (Gil, 2018).

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

. Determinar la eficacia de una membrana difusora de aceites
esenciales como tratamiento postcosecha en el control de antracnosis en aguacate

Hass

5.2 Objetivos especificos

- Determinar el tamafio de membrana difusora de aceites esenciales con
mayor control de antracnosis bajo condiciones in vitro.
- Evaluar el efecto de la inclusion de la membrana difusora sobre variables

de calidad postcosecha de frutos de aguacate Hass.
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- Validar el efecto in vivo del tamafio de la membrana difusora sobre la
incidencia y severidad de antracnosis de aguacate Hass almacenado en

condiciones de exportacion.

6. Metodologia

6.1 Material vegetal

Se utilizaron frutos de aguacate de variedad Hass, en etapa de madurez
fisiolégica (verde) con un peso promedio de 200 g, cosechados de un cultivo
comercial y con tratamiento de campo, se realiz6 un lavado con jabon para retirar

residuos soélidos del cultivo.

6.2 Membrana difusora

Fue producida por la técnica de electrospinning mediante el secreto industrial
SI-115 Protocolos de membrana difusora de compuestos activos de la Universidad
de los Andes que consiste en aceite esencial de citronella inmovilizado sobre

material polimérico (policaprolactona -PCL).

6.3 Origen de la cepa de Colletotrichum sp

Frutos de aguacate variedad Hass en punto de cosecha fueron recolectados
en sitio de acopio de la Cooperativa Multiactiva Ecomun Esperanza del Pueblo
(COOMEEP), en el municipio de Silvia (Cauca). Un kilo del material vegetal fue
dispuesto en bolsas de polietileno de baja densidad, embalado en la caja de cartdon
y enviado via aérea para su procesamiento en laboratorio. Los frutos fueron lavados
en hipoclorito de sodio al 1 % y enjuagados con agua destilada estéril para eliminar
contaminantes externos, secando con toallas de papel y dispuestos en camaras
hamedas (25 °C, 14 dias) para la observacion de desarrollo de sintomas
caracteristicos propios de antracnosis causados por Colletotrichum sp. A partir de
lesiones hundidas generadas en la epidermis del fruto y con la formacion de masas
compactas de color salmén-naranja se tomo mediante raspado con asa recta estéril

una muestra de esporas que fue sembrada en cajas Petri conteniendo PDA (25°C;
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7 dias) hasta obtener crecimiento del patégeno. Resiembras sucesivas en PDA se

realizaron para purificar el fitopatégeno siendo codificado como CCO001.
6.4 Efecto del tamafio de la membrana sobre el control de antracnosis

Para determinar el efecto del tamafio de la membrana se plante6 un disefio
de un factor, con dos niveles de variacion en el tamafio de la membrana, en donde
se utilizaran dos tamafios, siendo estos 22cm ancho x 11 cm alto y 11cm ancho x
11 cm alto, los cuales se identificaron como tamafo % y tamafio Y,
respectivamente. La membrana es elaborada en un laboratorio de la Universidad de
los Andes, en donde desarrollaron la membrana con el aceite esencial de citronela
para evaluar su efecto en el control de antracnosis. La membrana se encuentra en
proceso de patentamiento, por lo que los detalles de fabricacion, materiales y
composicién no pueden ser publicados en este trabajo de grado. Se realizé el
analisis in vitro del crecimiento de Colletotrichum sp. (CC001), en medios de cultivo
Agar Papa Dextrosa (PDA) sembrados con el patégeno en almacenamiento

controlado con la membrana difusora.

Con ayuda de una punta para micropipeta de 1 mL, se extrajeron discos de
la cepa Colletotrichum sp. (CC001), se realizé la siembra de cada uno de estos en
cajas Petri con medios de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA). Cuatro (4) cajas Petri
sin tapa se almacenaron en cajas de plastico de dimensiones 20 cm x 12 cm x 34
cm simulando las dimensiones del embalaje tipo exportacion de aguacate Hass, la
temperatura de almacenamiento fue 22°C y 80%HR durante 10 dias en camara
climatica (Scot, 2008). Con ayuda de cinta de enmascarar la membrana difusora se

posiciono en la tapa de la caja plastica.

La metodologia expuesta anteriormente se llevd a cabo en cada uno de los
tratamientos planeados (Tabla 3) por triplicado. Se evaluo el crecimiento radial del
hongo en cada una de las cajas de Petri, junto con un registro fotografico.
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Tabla 3. Tratamientos in vitro evaluados para el control de

Colletotrichum sp.

Tratamiento

1 Cajas de Petri inoculadas + Membrana difusora
2 Cajas de Petri inoculadas
3 Cajas de Petri sin inocular

6.5 Evaluacion de variables postcosecha con el uso de membrana difusora

A partir de los resultados del numeral 7.2, se seleccion6 el tamafio de
membrana con mejor resultado de inhibicion del crecimiento de Colletotrichum sp
(CCO001). Tabla 4 se presentan los tratamientos evaluados en las variables
postcosecha con la inclusion de la membrana difusora seleccionada, el
almacenamiento de los frutos se llevo a cabo en camara climética bajo condiciones

de temperatura y humedad relativa de 22 °C y 80 %, respectivamente.
Tabla 4. Tratamientos in vivo evaluados en las variables postcosecha.

Tratamiento

1 T1 + Membrana difusora (T1-CM)
2 T1 sin membrana difusora (T1-SM)
3 Control sin membrana difusora

Los frutos utilizados para este ensayo se encontraban en estado de
maduracién verde, su peso se encontraba entre 100 g — 190 g y provenian del
municipio de Anolaima, Cundinamarca. Para el almacenamiento del tratamiento T1
con membrana, se utilizaron 6 cajas, cada una con 6 unidades experimentales. Los
dias 7, 11 y 13 posteriores al montaje, se evaluaron las variables postcosecha de
un fruto en cada caja. Para los tratamientos 2 y 3, descritos en la Tabla 4, se
utilizaron 2 cajas, cada una con 6 unidades experimentales. De manera similar, se

evaluaron 2 frutos de cada caja en los dias 7, 11y 13.
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La evaluacion de variables postcosecha se llevé a cabo en el transcurso de
13 dias, se midieron todas las variables postcosecha a frutos recién cosechados

como punto de inicio del experimento (Dia 0).

Para el seguimiento de variables postcosecha se realiz6 el andlisis de color,
rigidez, conductividad de la cédscara del aguacate, materia seca, pH y acidez
titulable. Adicional a esto se analizo la incidencia y severidad de la enfermedad en

cada uno de los frutos.

6.6 Evaluaciéon de la incidencia y severidad de antracnosis con el uso de

membrana difusora.

A partir de un cultivo del patégeno en Agar Papa Dextrosa (PDA) de 10 dias
de edad, se colectaron los conidios de Colletotrichum sp. (CC001) y se realizé una
suspension de 1x10°> conidios mL™! en agua destilada estéril (Zapata-Narvaez et

al., 2021), la cual se uso para la inoculacion de los aguacates.

En frutos provenientes de un cultivo comercial, se realizé la inoculacion del
patégeno. Con una aguja de diseccion estéril se realizaron dos heridas de 2 mm de
profundidad en una cara del fruto, separadas 5 cm entre ellas de manera vertical,
sobre cada una de estas se aplicd 5 pL de la suspension de conidios mencionada

previamente.

Para este ensayo se plante6 un disefio de experimentos de un factor con
niveles de variacion en el tamafio de membrana, en donde se utilizaron dos tamafios
correspondientes a %2 y %. En la Tabla 5 se presentan los tratamientos evaluados,
para los cuales se contd con 2 repeticiones, cada una con 6 unidades
experimentales. El almacenamiento de los frutos se llevéd a cabo en cajas de carton
bajo condiciones de exportacion 5 °C y 80 %HR (Giuggioli et al., 2021), la membrana
se posiciond en la tapa del empaque para asi evitar el contacto directo con los frutos.
Los tratamientos 1 y 2 se ubicaron en una camara climatica y los tratamientos 3y 4

en otra.
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Transcurridas 4 semanas bajo estas condiciones se retiraron los tratamientos
de las camaras climéticas y se almacenaron a temperatura ambiente durante 2

semanas, esto para simular el tiempo de exportacién y la vida de anaquel.
Tabla 5. Tratamientos in vivo evaluados para incidenciay severidad.

Tratamiento

CMI Con membrana inoculados
CMSI Con membrana sin inocular
SMi Sin membrana inoculados
SMSI Sin membrana sin inocular

6.7 Variables respuesta
6.7.1 Incidencia

Para la evaluacion de la incidencia de la enfermedad, se otorgé una
calificacién binaria en las unidades experimentales, 0 para ausencia de la
enfermedad y 1 para presencia de la enfermedad, identificando el hongo por medio
de la sintomatologia del patdgeno, en donde el crecimiento de este se da de forma
circular definida y de color café (Figura 1). El porcentaje de incidencia se calculd

con la ecuacion 1.

. . # Frutos afectados .,
Incidencia (%) = *100 Ecuacion 1.
# Frutos totales
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Figura 1. Sintomatologia interna de antracnosis en aguacate Hass.

Fuente: Autor
6.7.2 Severidad

Por medio de un calibrador pie de rey se determiné el dafio generado por la
enfermedad en el fruto, se realiz6 la lectura del diametro de crecimiento del

patégeno en los puntos con presencia de la enfermedad.
6.7.3 Analisis de color

La lectura de color se obtuvo en escala CIELAB (L*, a*, b*) con un colorimetro
Minolta CR-400 (Konica Minolta). Por cada tratamiento, se midi6 el color en puntos
distal y ecuatorial de la superficie de cada fruto. Se calcul6 el indice cromético con

la ecuacion 2 (Lopez Camelo & Gomez, 2004).
IC: (2000 + a) /L+(a2+b2)0.5 Ecuacion 2.

Donde IC es el indice cromatico; a, b y L son los valores medidos en la escala

CIELAB a cada muestra.
6.7.4 Rigidez

La rigidez del aguacate se midi6 usando un penetrometro (Wagner
Instruments, serie FDK40) con un diametro de embolo de 5 mm y se registro el valor

de la fuerza aplicada sobre la superficie del fruto con cascara en kgf-cm.
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6.7.5 Pérdida de electrolitos

Los dafios en el tejido de la cascara del fruto producto de la postcosecha del
fruto, se miden indirectamente a través de la medicion de la conductividad de una
muestra de cascara. Con ayuda de un sacabocados se retiré un 1cm? de la cascara
del fruto, se deposit6é en un vaso de precipitado con agua destilada, y cada 3 minutos
se realiz6 agitacion. Pasados 10 min se realizo la lectura de conductividad eléctrica

con un medidor multiparamétrico (CPN, modelo 8 en 1).
6.7.6 Contenido de humedad y materia seca

En una caja de Petri se pesaron 5g de pulpa, se sometieron a secado en un
horno conveccion forzada, a una temperatura de 120 © C por 2 h. Se calculé el
porcentaje de humedad (H) con la ecuacién 3 (Rojas & Aristizabal, 2012)

H (%) = (pip;ipf) *100 Ecuacion 3.

Donde H (%) es el porcentaje de humedad, pi peso inicial de la muestra (g) y

pf peso final de la muestra (g).

Con el dato obtenido de humedad, se calcul6 el porcentaje de materia seca
(MS) con la ecuacién 4

MS (%) =100 - H Ecuacion 4.
6.7.7 pHy acidez titulable

Se maceraron 25 g de pulpa de aguacate con 25 mL de agua destilada, la
muestra es filtrada y el liquido se usé para el analisis. Se medio el pH con un pH-

metro estandar previamente calibrado.

La acidez total se midio titulando 2 mL de la muestra macerada con hidroxido
de sodio (NaOH, 0.1 M) usando fenolftaleina como indicador (1%). El calculo de la

acidez total se realiz6 con la ecuacion 5 (Kassim & Workneh, 2020), se usé un factor
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de conversion 0.28 basado en el acido linoleico, predominante en el aceite de

aguacate (Maftoonazad & Ramaswamy, 2008).
AT= (0.1 x mL NaOH x 0.28 x 1000)/ s Ecuacion 5.

Donde AT es la acidez titulable; mL NaOH = el volumen de NaOH (0.1 M) en

la titulacion, 0.28 es el factor de conversion y s es el volumen de la muestra (mL).
6.8 Andlisis estadistico

En cada dato obtenido, se reportd el promedio y la desviacion estandar de
tres repeticiones. Se realizé un andlisis de varianza (ANAVA) y cuando se
encontraron diferencias significativas (valor p<0.05), se realiz6 una prueba
comparativa de rangos multiples de Tukey para establecer las diferencias entre los
tratamientos. Todos los andlisis estadisticos se haran en el software JMP SAS
(version 18, JMP Statistical, Estados Unidos).

7. Resultados y discusion

7.1 Andlisis in vitro membrana difusora:

En la Tabla 6 se evidencian los resultados obtenidos del crecimiento del
patégeno a nivel in vitro , el tratamiento correspondiente a tamafio de membrana %
generd un mayor control sobre el didmetro de crecimiento del patdégeno sin importar
el tiempo de almacenamiento, al realizar una comparacion entre el tratamiento 1/2
y el control en los dias 7, 8 y 10 el porcentaje de inhibicién fue mayor al 50%, el
tratamiento 1/4 generd un menor didmetro de crecimiento respecto al control, no
obstante, el tratamiento 1/2 genera una mayor inhibicion del crecimiento del

patdgeno.

Tabla 6. Didmetro de crecimiento in vitro de Colletotrichum sp, en

relacion con el tamafio de membranay tiempo de almacenamiento.

Didmetro de crecimiento (cm)
Tratamiento Dia 7 Dia 8 Dia 10
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1/2 20+13  26+15%  41+1.32
1/4 40+0,7°  48+0,6° 6,5+04°
Control 7,2+0,3° | 7,6 £0,5° 10,0 £ O°
*El tratamiento 1/2 corresponde al tamafio de membrana 22 cm ancho x 11 cm alto y 1/4

corresponde al tamafio de membrana 11 cm ancho x 6 cm de alto. Los datos presentados son el
promedio de 3 repeticiones * la desviacion estandar. Columnas con diferente letra indica diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

En la Figura 2, se presenta el crecimiento del patégeno Colletotrichum sp. en
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), las imagenes rotuladas con la letra A,
corresponden al tratamiento tamafio de membrana Y2, el tamafio de membrana %
esta representado por la letra B y el control por la letra C. De igual forma, se presenta
el comportamiento del patégeno al transcurrir los dias de almacenamiento, siendo

estos 7 dias, 8 dias y 10 dias.
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Dia
10

Figura 2. Crecimiento in vitro de Colletotrichum sp. con relacién a los
tratamientos A. 1/2; B. 1/4; C. Control después de 7,8 y 10 dias de

almacenamiento. Fuente: Autor.

El uso del tamafio de membrana ¥z tiene un mayor efecto sobre el control de
Colletotrichum sp, la cantidad de aceite esencial es directamente proporcional al
tamafio de membrana, es decir, a mayor tamafio de membrana mayor sera la
cantidad de aceite. Estudios han demostrado que los aceites esenciales son
considerados sustancias antimicrobianas, cuyos compuestos inhiben el desarrollo
de patdgenos fungicos (Zaker, 2016), en este caso la membrana %2 generé un mayor
control del patégeno respecto al control.

El aceite esencial de citronela tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de
Colletotrichum sp. (Sellamuthu et al., 2013). Un estudio in vitro realizado con
esporas de este patdgeno cultivadas en agar PDA, demostré que una concentracion
del aceite esencial del 0,75% impidi6 en su totalidad el desarrollo y la esporulacion
del patégeno (Nascimento et al., 2020). Este potencial antifangico se atribuye al alto
contenido de Citral del AE, ya que este cuenta con la capacidad de reducir la
germinacion de esporas del patégeno (Tzortzakis & Economakis, 2007). En este
mismo estudio se analizaron aceites esenciales de arbol de té, romero y copaiba,
en estos 3 casos el porcentaje de inhibicion del patégeno es directamente
proporcional a la concentracion del AE, a mayor concentracion del aceite esencial

el porcentaje de inhibicion sera mas alto (Nascimento et al., 2020).
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7.2 Variables postcosecha con el uso de membranas difusoras:

Una vez analizado el comportamiento de inhibicion de Colletotrichum sp. con
los dos tamafios de membrana, se seleccioné el tamafio de membrana Y2 para
estudiar el efecto del almacenamiento de frutos de aguacate Hass a temperatura
ambiente, utilizando una membrana difusora, sobre variables postcosecha como

analisis de color, rigidez, conductividad, materia seca, pH y acidez titulable.
7.2.1 Anélisis de color

El indice cromatico (IC) se considera un parametro de evaluacion de madurez
no destructivo. En la escala CIELAB (L*, a* b*) los valores de L* representan
tonalidades oscuras y claras, siendo 0 negro y 100 para blanco, a* representa
tonalidades verdes y rojas, siendo negativo para tonalidades verdes y positivo para
tonalidades rojizas, y para el caso de b* representa tonalidades amarillas y azules,

siendo positivo y negativo respectivamente (Minolta, 2021).

En la Tabla 7 se exponen los datos obtenidos para cada tratamiento en los
diferentes dias de almacenamiento, se realiz6 la lectura de color en la posiciones
ecuatoriales y distales de cada fruto. En los datos iniciales del experimento (Dia 0)
se observan valores negativos para IC, mientras que en los dias 7, 11 y 13 se
registran valores positivos, lo cual indica la presencia de frutos verdes al inicio y

frutos maduros en las fechas posteriores.

Lo anterior se puede evidenciar en la Figura 3, en esta se expone el cambio
de coloracion del fruto con el paso del tiempo de almacenamiento, segun Henao &
Rodriguez (2016) el cambio de color en la cascara se da de verde a purpura gracias
a cambios quimicos como la disminucion en la clorofila y el aumento de las

antocianinas.
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Tabla 7. indice cromatico con relacién al tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

IC
Dia
Tratamiento Posicion 0 7 11 13
T1-CM Ecuatorial -1228,1 + | 1010,08 + 597,7 £ 628,0 £
555,2 673,19 152,7 185,3
Distal -1340,3 + 924,7 + 296,2 + 373,6 £
189,9 71,5 86,6 165,3
T1-SM Ecuatorial -1228,1 + 1147,7 + 908,8 + 370,1
555,2 713,4 342,3 31,3
Distal -1340,3 + 1888,6 + 1190,4 + 306,2 +
189,9 55,7 480,4 4,8
Control Ecuatorial -899,4 + 945,3 + 715,0 £ 481,2 +
225,6 700,9 567,3 177,1
Distal -1367,2 + 1031,4 + 815,6 + 667,1 +
531,1 654.,4 142,4 518,0

*Los datos presentados corresponden al promedio y desviacién estandar de 3 repeticiones.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que la madurez de estos frutos se
considera una maduracién prematura. En un estudio realizado por (Henao &
Rodriguez, 2016) se afirma que el cambio de color en la cascara de verde a tonos
marrones a temperatura ambiente (23°C) se da entre 8 y 12 dias, en este caso a los
7 dias de almacenamiento se evidencié un notable cambio en el color del fruto
(Figura 3), lo cual se atribuye a la inclusion de la membrana difusora de aceites
esenciales en los empaques de los frutos.

El aceite esencial de clavo ha demostrado tener un potencial antifangico
contra B. cinérea, un hongo caracteristico de la fruta fresca. No obstante, sus
volatiles especificamente el eugenol (EUG) ha ocasionado cambios en los
alimentos, con una mayor proporcién a las propiedades organolépticas como el

sabor, color y olor (Muiioz-Shuguli et al., 2021).
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Figura 3. Coloracion frutos de aguacate Hass con relacion a los
tratamientos A. T1-CM; B. T1-SM; C. Control en 0, 7, 11 y 13 dias de

almacenamiento. Fuente: Autor
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7.2.2 Rigidez de los frutos

La rigidez de un fruto se describe como la resistencia a la penetracion
(Magwaza & Samson, 2015). En la Tabla 8 se presentan los datos obtenidos en
relacion con el tratamiento y los dias de almacenamiento. La firmeza del fruto
disminuye moderadamente a medida que madura, partiendo de 13 Kgf/cm? hasta
alcanzar el punto de madurez de consumo donde cae cerca de cero, entre el dia 10
y 14 de almacenamiento se presenta el descenso de la firmeza (Sandoval et al.,
2017). El ablandamiento de la fruta se da como consecuencia de las modificaciones
en la estructura de la pared celular generadas por la hidrolisis, la pared celular esta
compuesta principalmente por celulosa y pectina las cuales son degradadas por la
accion enzimatica de celulasa y poligalacturonasa, respectivamente (Goulao &
Oliveira, 2008). La activacion de estas enzimas se presenta en la etapa de
maduracion del fruto (Marquez et al., 2014).

Considerando los datos, la rigidez experimentd una disminucion acelerada,
ya que para el séptimo dia de almacenamiento se registraron valores inferiores a 1
Kgf/cm2, lo que sugiere que el fruto alcanzé una madurez prematura, respecto a los

tratamientos no se tuvo una diferencia estadistica significativa.

Tabla 8. Rigidez con relacion al tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

Rigidez (Kgf-cm?)

Dia
Muestra 0 7 11 13
T1-CM 12,3+0,22 0,6 £0,42 0,1+0,12 02
T1-SM 12,3+0,22 0,4+0,12 0,1+0° 02
Control 12,3+0,52 0,6 £0,12 0,1+0,12 02

*Los datos presentados son el promedio + la desviacién estandar de 3 repeticiones, columna

con diferente letra indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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7.2.3 Pérdida de electrolitos

La conductividad (CE) representa la liberacion de electrolitos en una solucion
(Pérez et al., 2004). En la Tabla 9 se presentan los datos obtenidos para la
conductividad con relacion al tiempo de almacenamiento y el tratamiento, se
evidencia que se tuvo un aumento desde el dia O al dia 13, en el ultimo dia de
almacenamiento los valores superiores a 100 us representan un posible dafio
celular (Blakey et al., 2012) y para frutos verdes los valores oscilan entre 15 psy 30
Hs (Ahmed et al., 2010). En frutos no refrigerados el valor de (CE) aumenta con el
paso del tiempo (Gonzélez et al., 2017). La degradacion de la membrana celular
ocurre como consecuencia del proceso de maduracion del fruto, lo que aumenta su
permeabilidad y permite una mayor liberacién de electrolitos en la solucion de agua

destilada, afectando negativamente la firmeza del fruto (Blakey et al., 2012).

La maduracion y posibles dafios en el aguacate provocan alteraciones en el
balance de iones, lo que permite que la liberacion de electrolitos sea mayor (Pérez
et al., 2004). Entre los tratamientos no se tuvo diferencias estadisticas significativas.

Tabla 9. Conductividad con relacion al tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

Conductividad (us)
Dia
Muestra 0 7 11 13
T1-CM 158+0,28 | 34,1+1,12 63,7+1,9% 1246 +1,62
T1-SM 158+0,22 | 30,3+1,4% 62,3+4,32 126,7+0,42
Control | 14,4+0,32 30,5+3,72 | 62,1+0,9% 126,6 +1,32
*Los datos presentados son el promedio * la desviacion estandar de 3 repeticiones, columna

con diferente letra indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

7.2.4 Materia seca

El porcentaje de materia seca se considera una alternativa para la
determinacion del contenido de aceite en aguacate, este valor se asocia con la

calidad del fruto donde a mayor contenido de materia seca se tiene un mejor sabor
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y textura (INM, 2021). Para la cosecha, esta variable es indispensable dado que al
cosechar un fruto bajo de materia seca este puede ser de menor calidad (Cerdas et
al., 2014).

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos para cada tratamiento y
el dia de almacenamiento, se evidencia que el dia 0 los frutos contaban con un
contenido de materia seca mayor al 21% lo cual cumple con los requerimientos del
Codex Alimentarius, dado que los frutos deben alcanzar un contenido minimo de
materia seca en la cosecha del 21% (CODEX, 1995). La literatura reporta
porcentajes de materia seca de 22,04 %, 22,58 %, 21,73% en 3 fincas exportadoras

del departamento de Antioquia (Astudillo & Rodriguez, 2018).

Al transcurrir el tiempo de almacenamiento se tuvo un aumento de materia
seca, para el dia 13 los frutos presentaron un mayor contenido de materia seca
respecto al dia 0, esto permite evidenciar que el contenido de materia seca varia a
medida que avanza la madurez en el fruto, principalmente por la pérdida de agua
durante el almacenamiento, modificando de igual forma la firmeza del fruto
(Sandoval et al., 2017). En esta variable los tratamientos no presentaron diferencias

estadisticas significativas.

Tabla 10. Materia seca con relacion al tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

Materia Seca (%, b.h.)
Dia
Muestra 0 7 11 13
T1-CM 21,3+0,12 | 19,7+1,22 224+6,028 222+1423
T1-SM 21,3+0,12 | 22,3+19%  226+24* 234+35
Control | 226+2,32 22,3+0,32 245+6,62 | 252+4,7°

*Los datos presentados son el promedio + la desviacién estandar de 3 repeticiones, columna

con diferente letra indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). b.h.= Base himeda.
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7.2.5 pH

La concentracion de hidrogeno se expresa en valores de pH, se considera un
valor que mide el estado acido o alcalino de una solucion e indica la cantidad de
iones de hidrogeno (H+) (Canela, 2014). (Salgado et al., 2012) concluyeron que el
pH de un fruto de aguacate Hass aumenta en la etapa de madurez hasta acercarse
o llegar a la neutralidad durante el periodo de almacenamiento, en la Tabla 11 se
evidencia el incremento en los valores de pH al transcurrir los dias de
almacenamiento desde 6,3 a 7 unidades sin presentar diferencias estadisticas en
los tratamientos, sin embargo, este cambio se tuvo a los 13 dias de almacenamiento
mientras que en la literatura se reportan cambios de 6,41 a 6,83 a los 21 dias de
almacenamiento (Marquez et al., 2014), lo cual concuerda con lo reportado por

Astudillo & Rodriguez (2018) en donde el pH presento valores de 6,5 a 7,1.

El comportamiento descrito anteriormente tiene una relacion inversa a el
contenido de &cidos organicos del fruto, en frutos climatéricos como el aguacate
Hass el pH aumenta (Sandoval et al., 2017) dado que en el periodo de maduracion
los acidos tienden a disminuir gracias a que se consumen en ciclos metabdlicos y

por lo tanto el pH tiende a aumentar (Astudillo & Rodriguez, 2018).
Tabla 11. pH con relacién al tratamiento y tiempo de almacenamiento.

pH

Dia
Muestra 0 7 11 13
T1-CM 6,4 +0,12 6,6 £ 0,12 6,6 £ 0,12 6,9 £ 0,22
T1-SM 6,4 +0,12 6,7 £0,12 6,8 +0,12 7,1+0,52
Control 6,3+0,12 6,7 £ 0,12 6,8 £ 0,32 7,0+0,32
*Los datos presentados son el promedio + la desviacién estandar de 3 repeticiones, columna

con diferente letra indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

7.2.6 Acidez titulable

La medicion de la acidez titulable permite conocer la concentracion de acidos

totales en un alimento (L. Moreno & Deaquiz, 2016). En la Tabla 12 se observa una

39



disminucién del porcentaje de acidez expresado en acido linoleico, los valores de
un fruto verde se encuentran en 7% mientras que un fruto maduro es de 1,5% sin
tener diferencias significativas entre los tratamientos, este comportamiento se
relaciona con lo reportado en la literatura, dado que se reportan disminuciones de
un fruto verde a un fruto maduro por la conversion de los acidos organicos de
aproximadamente el 6%, el acido linoleico se acumula en diferentes cantidades

dependiendo el estado de madurez del fruto (Pedreschi et al., 2014).

Segun Astudillo & Rodriguez (2018) la acidez titulable tiende a disminuir
durante el almacenamiento y maduracion de los frutos, de igual forma los &cidos
palmitico, palmitoleico y oleico disminuyen de un fruto verde a maduro en 3

localidades productoras en México (Guzman et al., 2017) .

Este cambio se atribuye al consumo de los acidos organicos como el acido
tartarico y malico que son utilizados para generar la energia que el fruto requiere en
el proceso de maduracion ademas de la actividad respiratoria, la respiracion
contribuye al ablandamiento de las paredes del fruto, lo que conlleva a una

disminucién en la firmeza (Astudillo & Rodriguez, 2018).

Tabla 12. Acidez titulable con relacion al tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

Acidez titulable (% Acido Linoleico)
Dia
Muestra 0 7 11 13
T1-CM 7,7+0,12 3,7+0,32 1,9+£0,52 15+0,22
T1-SM 7,7+0,12 2,5+0,3 2,2+1,52 1,4+0,32
Control 7,6 £0,92 34+1,18 2,2+0,52 1,4+£0,32
*Los datos presentados son el promedio + la desviacién estandar de 3 repeticiones, columna

con diferente letra indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Los datos obtenidos en las variables postcosecha muestran una relacion
consistente con los valores reportados en la literatura. Ademas, los cambios en

estas variables estan interrelacionados, destacando el papel clave de la maduracion
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en cada una de ellas, independientemente del tratamiento de campo aplicado a los

frutos.
7.3 Incidenciay severidad de la enfermedad:

Para la evaluacion de incidencia y severidad se analizaron dos tamafos de
membrana %2 y ¥4, en las siguientes tablas se presenta el promedio, la desviacion
estandar y el andlisis estadistico de los datos (p<0.05) de los tratamientos descritos
en la Tabla 5.

7.3.1 Incidencia

En frutos de aguacate Hass inoculados, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) en la incidencia al comparar los tamafos de
membrana %2 y ¥4, todas las unidades experimentales presentaron crecimiento del

patégeno en las heridas inoculadas (Tabla 13).

Tabla 13. Incidencia de la enfermedad en los tratamientos con tamafo

de membranazy Y.

Incidencia
Tratamiento Membrana 1/2 | Membrana 1/4
CMI Con membrana inoculados 100%32 100%32
CMSI | Con membrana sin inocular 0%P 0%P
SMI Sin membrana inoculados 100%? 100%?
SMSI | Sin membrana sin inocular 0%P 0%P

*Columna con diferente letra indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

7.3.2 Severidad

Respecto a la severidad (Tabla 14) en el tamafio de membrana %z el
tratamiento CMI presenté un mayor crecimiento del patdégeno respecto al
tratamiento SMI, el andlisis estadistico nos indica que no se tienen diferencias
estadisticas significativas. Sin embargo, la severidad de la enfermedad con el
tamafio de membrana ¥ mostrod diferencias estadisticas significativas, los frutos

inoculados y almacenados con membrana presentaron un menor crecimiento del
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patdgeno respecto a los frutos inoculados y almacenados sin membrana. En la
Tabla 14 se observa una reduccion en alrededor del 34% en la severidad de la
enfermedad en frutos almacenados con la membrana difusora, esto nos demuestra
que el tamafio de membrana afecta la actividad antifingica, en este caso, se logra
un mayor control sobre la severidad de la enfermedad al utilizar un tamafio de

membrana de ¥4, lo que puede traducirse en una reduccion de los costos.

Tabla 14. Severidad de la enfermedad en los tratamientos con tamafo

de membrana Y2y Ya.

Severidad (cm)
Tratamiento Membrana 1/2 | Membrana 1/4
CMI | Con membrana inoculados 15+0,32 1,7+0,7°
CMSI| Con membrana sin inocular 0+0QP 0+Q°
SMI | Sin membrana inoculados 0,9+0,12 2,4+0,62
SMSI| Sin membrana sin inocular 0+0P 0+Q°

*Los datos presentados son el promedio + la desviacién estandar de 2 repeticiones, columna

con diferente letra indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

La concentracion del aceite esencial es un pardmetro que puede afectar el
desarrollo del fruto, a pesar de poseer caracteristicas antifingicas se pueden tener
efectos secundarios que conllevan a tener inconvenientes en las propiedades
organolépticas (sabor, color y olor), son termolabiles por lo que no se pueden aplicar
a altas temperaturas y gracias a su naturaleza volatil se puede perder su efecto
antifangico con el paso del tiempo (Shuguli et al., 2021). Lo anterior demuestra que
posiblemente, un mayor tamafio de membrana resulta en una mayor concentracion
del aceite esencial en el sistema, lo que impide que la actividad antifingica se

desarrolle de manera eficaz.

Es importante determinar la concentracion del aceite esencial adecuada para
la actividad antifingica y evitar efectos negativos en el fruto (EI-Ramady et al.,
2014). Estudios sugieren realizar encapsulaciones del aceite esencial para la
liberacion controlada de compuestos especificos evitando la sobrecarga de volatiles

en un sistema, en frutos de guayaba (Psidium guajava L.) la efectividad de la
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encapsulacion de citral se evalud por medio de parametros como la pérdida de peso,
el cambio de color, solidos solubles totales, acidez e indice de maduracion, los
resultados arrojaron una mejor apariencia en los frutos tratados con relacion a los

frutos no tratados por 15 dias de almacenamiento (Socha & Cuellar, 2020).

En la Figura 4 se observan los niveles de severidad para los tamafios de
membrana en los frutos inoculados con Colletotrichum sp., se evidencian 4

clasificaciones de la severidad, leve, moderada, fuerte y muy fuerte.

| Leve Moderada Fuerte Muy fuerte
A : . . '

Figura 4. Niveles de severidad en frutos inoculados y tamafio de
membrana A. 1/2; B. 1/4. Fuente: Autor.

Los resultados obtenidos a nivel in vitro e in vivo presentan diferencias, a
nivel in vitro el tamafio de membrana % tuvo un mayor efecto inhibitorio sobre
Colletotrichum sp., mientras que a nivel in vivo el mayor efecto lo presento la
membrana %a. El contacto directo del volatil del aceite esencial con el patégeno
genera actividad antifungica afectando directamente el desarrollo micelial
(Velasquez et al., 2015), no obstante, en los frutos de aguacate Hass el volatil no
tiene contacto directo con la enfermedad.
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De manera similar, en el estudio realizado por J. Moreno (2011) se evaluo la
actividad antifungica de Zanthoxylum monophyllum sobre Fusarium oxysporum en
clavel (Dianthus caryophyllus), los resultados presentaron actividad inhibitoria a

nivel in vitro mientras que en los ensayos in vivo no se tuvo ninguna actividad.

8. Conclusiones

- A nivel in vitro el tamafio de membrana ¥z presenté un mayor efecto
inhibitorio del crecimiento de Colletotrichum sp. bajo condiciones controladas en
camara climética a 22 °C y 60 %HR, presentando una eficacia del 50% respecto al

control.

- Las variables postcosecha no presentaron diferencias en funcién del
tratamiento evaluado. La inclusién de la membrana en frutos tratados en campo, en
comparacion con los frutos almacenados sin membrana, no alteré estas variables.
Sin embargo, se observd madurez prematura en todos los frutos debido a que el
almacenamiento se realiz6 a 22 °C y 80 %HR junto con la membrana difusora, la

cual posiblemente altera la maduracién del fruto.

- El tamafio de membrana es fundamental en el control de antracnosis,
a nivel in vivo el tamafio de membrana con mayor control corresponde a % con una
eficacia del 34 % respecto al tratamiento sin membrana bajo condiciones

exportacion.
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