),

EARTH

UNIVERSIDAD EARTH

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DEL EM5 SOBRE LOS HONGOS
Colletotrichum Y Fusarium, CAUSANTES DE LA PUDRICION DE CORONA
EN BANANO DE LA REGION ATLANTICA DE COSTA RICA

Marlon Alberto Vintimillay Laura Matilde Avila Segura

Trabajo de Graduacion presentado como requisito parcial para optar al titulo
de Ingeniero(a) Agronomo(a) con el grado de Licenciatura

Guacimo, Costa Rica

Diciembre, 2001



Trabajo de Graduacion presentado como requisito parcial para optar al titulo de
Ingeniero(a) Agronomo(a) con el grado de Licenciatura

Profesor Asesor Fritz Elango, Ph. D.

Profesor Coasesor Péanfilo Tabora, Ph. D.
Decano Daniel Sherrard, Ph.D.
Candidato(a) Laura Matilde Avila Segura
Candidato(a) Marlon A. Vintimilla Siglienza

Diciembre, 2001



DEDICATORIA

Dedico el esfuerzo y carifio invertido en esta investigacion a mis padres y

hermanos. Gracias por su incondicional amor, apoyo y confianza.

Laura

El trabajo y tiempo empleado en este trabajo, lo dedico con todo el carifio
por su apoyo incondicional a mis padres, hermano y hermanas.

Marlon



AGRADECIMIENTO
A Dios por bridarnos la oportunidad y los medios para realizar nuestros suefos.

Agradecemos a nuestras familias, por su apoyo durante estos cuatro afios de

carrera.

A nuestros profesores asesores, Fritz Elango y Panfilo Tabora, al dirigirnos en la

realizacion de este estudio.

Al profesor Shuichi Okumoto, por el apoyo en el establecimiento de la metodologia

y busqueda de informacion, para analizar los resultados de la investigacion.

A nuestros profesores a lo largo de estos cuatro afios, quienes nos han instruido y

brindado las herramientas para crecer como personas y profesionales.

A nuestros queridos amigos, por todos los momentos especiales que compartimos

y no olvidaremos.

A los donates, por creer en mi y ayudarme a cumplir esta meta. — Laura



RESUMEN

La pudricion de la corona, la principal enfermedad postcosecha, causante
de reduccion en la calidad del banano de exportacion y generalmente ha sido
controlada mediante fungicidas sintéticos. Este trabajo evalué al nivel de
laboratorio y postcosecha el comportamiento de tres concentraciones de una
mezcla de microorganismos benéficos (EM5) con y sin una cera (Verdiol al 2.5%),
sobre los hongos Colletotrichum y Fusarium causantes de la pudricién de corona
en banano. Utilizando concentraciones de EM5 al 20%, 5% y 1% en el laboratorio,
se obtuvo un excelente control del crecimiento del micelio, debido a la
competencia por espacio fisico y generacion de compuestos antagonicos no
identificados, sin influencia alguna del pH. Sin embargo, existi6 una pobre
inhibicién de la germinacién de las esporas, alrederor de 19% de inibicion en
Fusarium y 23% en Colletotrichum. En el estudio postcosecha, los tratamientos
con EM5 no redujeron la aparicion de lesiones y pudricion en la corona. Se
recomienda profundizar en la investigacion de los compuestos presentes en el

EMS5 y su modo accion sobre hongos patégenos.

Palabras claves: banano, pudricion de corona, EM5, Colletotrichum, Fusarium,

laboratorio y postcosecha.

Avila, L; Vintimilla, M. 2001. Estudio del comportamiento de EM5 sobre hongos
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ABSTRACT

Crown rot is the main postharvest disease of bananas, and it is mostly
controlled through the wuse of fungicides. This study evaluated three
concentractions of EM5 (a mixed culture of benefitcial microorganisms) with and
without a wax (Verdiol 2.5%), on the control of two fungal pathogens of crown rot -
Colletotrichum and Fusarium. Results showed that myceliat growth of both
pathogens was inhibited by EM5 at 20%, 5% and 1% through competition for
space and through the production of unidentified antagonistic compounds. Mycelial
inhibition was not proven to be due to EM5’s pH factor. Moreover, EM5 did not
inhibit spore germination, nor did it reduce the severity of crown rot in postharvest

experiments.

Key Words: banana, crown rot, EM5, Colletotrichum, Fusarium, laboratory and

postharvest.
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1 INTRODUCCION

La pudricibn de la corona, es una de las principales enfermedades
postcosecha y causa reduccion en la calidad del banano de exportacion (Slabaugh
y Grove 1982). En la Zona Atlantica de Costa Rica, durante la época de mayo a
septiembre, se presenta mayor incidencia de esta enfermedad, debido a que es el

periodo con mayor precipitacion.

El cultivo de banano en Costa Rica abarca cerca de 50.000 hectareas y
representa el 1% del territorio nacional, al mismo tiempo constituye uno de los

principales productos agricolas de exportacion.

La conciencia acerca de los efectos sobre el ambiente y la salud humana
por el uso de agroquimicos ha aumentado. A su vez se han ampliado los nichos
de mercado para el banano organico, principalmente en paises europeos. Las
proyecciones afirman que el consumo de productos organicos va a aumentar y por

ende las tecnologias organicas deben refinarse.

Tradicionalmente, para el control de las pudriciones postcosecha se ha
hecho uso de la refrigeracién y productos quimicos. El hecho de la consecucion de
un mercado organico no significa que el mismo acepte producto de mala calidad,
por lo cual es necesario aplicar tecnologias organicas a nivel postcosecha que la

mantengan.

En este proyecto se pretendié estudiar en el laboratorio y postcosecha el
comportamiento de los hongos causantes de la pudricion de corona frente a

diferentes concentraciones de tratamientos organicos.

Este estudio se relne con otros esfuerzos realizados por la Universidad
EARTH, para desarrollar exitosas estrategias sostenibles en control del nematodo
Radopholus similis (Ufer 1997, Dubon 1998) y la Sigatoka Negra causada por el

hongo Mycosphaerella fijiensis.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el comportamiento del EM5 sobre los hongos Colletotrichum y
Fusarium causantes de la pudricion de corona en banano, al nivel de laboratorio y

postcosecha.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la accién del EM5 sobre el crecimiento del micelio de los hongos

patdgenos de la pudricién de corona, en condiciones de laboratorio.

Evaluar la accion enzimatica del EM5 sobre la germinacion de esporas y

crecimiento de tubos germinativos de Colletotrichum y Fusarium.

Determinar el control del EM5 y la mezcla EM5 més Verdiol sobre la
pudricion de corona, a nivel postcosecha con condiciones favorables

para los patdgenos.

Determinar la patogenicidad del Colletotrichum y Fusarium, en la

pudricion de corona de banano.



3 REVISION DE LITERATURA

Las grandes discusiones concernientes al uso y abuso de agroquimicos en
la produccion agricola, han hecho necesario la investigacion en nuevas
tecnologias. Estas deben ser una alternativa para el manejo de las enfermedades,

de una forma mas amigable con el ambiente.

Una de las principales limitantes para la adaptacion de alternativas menos
destructivas es la mentalidad convencional, adecuada y limitada al uso de
quimicos. Dicha forma de pensar no solo se presenta en el productor, también se
refleja en las exigencias del mercado. Sin embargo, es el mismo consumidor quien
viene solicitando el uso de productos que sean menos riesgosos para la salud y el
ambiente (Ciampa 2000, Asociacion Naturland 2001, Willer y Yussefi 2001).

Es necesario contar con investigacion y desarrollo de tecnologias, ya que el
mercado guiado hacia la compra de productos mas sanos esta creciendo; de la
mano con el movimiento proteccionista ambiental (Garcia 1998).

Siendo el banano uno de los productos que ha incursionado dentro la
produccion organica y siendo de dificil manejo por la gran cantidad de problemas
fitopatologicos existentes en los trépicos, se decidid trabajar en el estudio de
nuevas alternativas menos contaminantes, para el manejo postcosecha de la
pudricion de corona de la fruta. El uso de sustancias y métodos controladores es
provechoso sobre todo en la etapa de conversion hacia una agricultura organica
(Fundacion Guilombé 1993).

La pudricion de la corona es considerada la principal enfermedad que
afecta al banano a nivel postcosecha (Soto 1995).

La mayoria de las pudriciones postcosecha en banano son causadas por
patogenos que son acarreados desde las plantaciones, en flores secas, bracteas y

el fruto en si. Por ello, la pudricion de la corona es una enfermedad que manifiesta



sintomas a nivel postcosecha, pero cuyos agentes causales son acarreados desde
el campo.

En la planta de empaque de banano, las manos son introducidas en pilas,
en donde las esporas de los hongos presentes en los frutos se dispersan en el
agua e inoculan el tejido, penetrando a través de la herida de la corona (Arneson
1971, Slabaugh y Grove 1982).

La pudricién de la corona consiste en un ablandamiento y ennegrecimiento
del tejido superficial en el corte de la corona, el cual se propaga hacia los
pedicelos (Gonzalez 1997). Este complejo de microorganismos causantes de la
enfermedad crece rapidamente a temperaturas tropicales (entre 25 °C a 30 °C) y
disminuye su tasa de desarrollo a bajas temperaturas, como las que se usan en
los barcos de transporte del producto (13,3 °C a 13,5 °C). Se dice ademas que el
periodo de tiempo que transcurre desde la cosecha hasta el enfriamiento es muy
importante en el desarrollo de la enfermedad (Finlay y Brown 1993).

Las lesiones causadas por el hongo Colletotrichum musae son descritas
como coronas suaves, secas Yy fibrosas, mientras que las causadas por el

Fusarium pallidoroseum se observan mas oscuras y firmes (Finlay y Brown 1993).

3.1 POSTCOSECHA EN BANANO

3.1.1 Fisiologia poscosecha

Se dice que la maduracion es el aspecto mas importante en el control de

las pudriciones postcosecha (Labavitch y Lange 1995).

Usualmente el banano de exportacion se embolsa y se crea vacio. Al limitar
la entrada de oxigeno a las bolsas, el CO, se concentra y el O, disminuye. Una
concentracion de CO, mayor de 0,03% reduce la actividad respiratoria y con esto
atrasa la maduracion de la fruta. El CO; se une al receptor del etileno y bloquea la

entrada del mismo, por lo tanto evita que este trabaje (Demerutis 2000).



Durante la maduracién ocurre la hidrélisis de los almidones de la pulpa del
banano produciendo azucares, los cuales son compuestos utilizados por los
microorganismos en su desarrollo y crecimiento (Shewfelt y Prusia 1995). En el
proceso de maduracion se generan enzimas, como la pectinasa y posiblemente
fosfofructokinasa, las cuales varian la permeabilidad de las membranas celulares,
provocando pérdida de humedad (Demerutis 2000). El agua libre puede crear un
medio propicio para el desarrollo de los hongos causantes de la pudricion sobre la

corona.

3.1.2 Enfermedades y deterioro

El ataque de hongos y bacterias a nivel postcosecha provoca dafios fisicos,
aumenta la pérdida de agua y la respiracion. Cortes en la superficie del producto o
puntos de absicion naturales, permiten la entrada de hongos al mismo (FAO
1987).

En el periodo de almacenamiento, el producto envejece y los tejidos se
debilitan por una degradacion de la estructura celular. El producto se vuelve poco
resistente a la invasién de organismos patdgenos. La antracnosis es un ejemplo

tipico de tales infecciones latentes.

Ademas, algunos patégenos producen enzimas y toxinas que degradan la
pared celular, originando sabores desagradables o reduciendo la aptitud del

banano para ser consumido (Labavitch y Lange, 1995).

3.1.3 Patégenos causantes de la pudricion de corona

En las Islas Canarias, fueron reportados como agentes causales de la
pudricion de corona en banano, los hongos Fusarium proliferatum, Colletotrichum
musae, Ceratocystis paradoxa, Verticilium theobromae, Botryodiplodia
theobromae, Deightoniella torulosa y otros (Hernandez et al. 1987, citados por

Lépez y Marrero 1998).



En Centroamérica, se ha reportado que los patbgenos mas comunes son la
asociacion de Fusarium roseum, Verticilium theobromae y Gloeosporeum
musarum. En la fruta proveniente de Colombia y Ecuador, es comun hallar el

hongo T. paradoxa (Greene y Goos 1963).

La aparicién de género del hongo va a depender de las temperaturas en
gue se halle refrigerado el fruto y de las condiciones ambientales imperantes en la

Zona.

En algunos experimentos donde se ha inoculado los patdégenos al fruto, se
ha encontrado que el Thielaviopsis paradoxa, Botryodiplodia theobromae vy
Gloeosporeum musarum causan severas pudriciones. Pudriciones moderadas se
encontraron en las coronas de las frutas inoculadas con Deightoniella torulosa.
Fusarium roseum, Verticillium theobromae y Fusarium moniliforme y causaron una

pudricion débil cuando se inocularon por separado (Greene y Goos 1963).

Segun Krauss (2001) en Costa Rica el principal patégeno de la pudricién de
corona es el Colletotrichum musae. Segun Umafia, citado por Rodriguez (1999), el
principal patdégeno es el Fusarium semitectum. Marin (1997) afirma que este ultimo

es el mas patogénico, segun algunas investigaciones realizadas en Costa Rica.

El género Fusarium pertenece a la clase Hypomycetes, subdivision
Moniliales, los cuales producen esporas asexuales sobre hifas expuestas (Elango
1999). El género Colletotrichum, pertenece a la subdivision Melanconiales, los

cuales forman conidios asexuales en acérvulos.

El género Fusarium posee muchas especies parasiticas a plantas. Este
género produce microconidios y macroconidios. Los macroconidios son largos,
multiseptados, curvados y por lo general nacen en una hifa. Los microconidios son
unicelulares, esféricos u ovalados. Algunas especies pueden producir esclerotios.
El Colletotrichum, anamorfo del género Glomerella, se ve influenciado por el

ambiente para producir setas (Alexopoulos et al. 1996).



Las hifas de Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes son septadas
con perforaciones. Algunos Deuteromycetes presentan muchos microporos. La
extension de las hifas conlleva el alargamiento de una pared primaria y la
biosintesis de compuestos de la pared, como la quitina. El crecimiento axial de la
pared se ve limitado por el apice de la hifa, el cual posee vesiculas que segregan
enzimas catalizadoras y biosintéticas. Hasta que estas vesiculas no colapsen no
se da el crecimiento pleno de las hifas. Estos hongos ademas son considerados
altos productores de enzimas capaces de degradar la celulosa, lignina y queratina
de la materia organica. Ademas, el género Fusarium puede producir micotoxinas y
antibiéticos (Carlile y Watkinson 1994).

Se ha comprobado que los tubos geminativos se pueden torcer cuando
existen cargas eléctricas en el medio (Carlile y Watkinson 1994). Se supone que la
produccion de ramificaciones en las hifas, ocurre cuando los apices de las hifas no
consumen todos los nutrientes producidos por la extensién de las paredes
celulares. Después de que se da el engrosamiento y crecimiento de la primer
pared celular, puede ocurrir la formacion de una pared secundaria (Carlile y
Watkinson 1994).

Cuando una espora se halla sobre un medio agar, se produce la
geminacion. La hifa elonga exponencialmente, pero al alcanzar su maxima
extension en mm h™, su crecimiento sigue lineal. Si surgen ramificaciones, estas
seguiran este mismo patréon. Posteriormente, la hifa y sus ramificaciones se

transforman en micelio, el cual llega a ser una colonia (Carlile y Watkinson 1994).

El género Fusarium es capaz de crecer en medios anaerdbicos. Si la
concentracion de solutos en el agua que rodea las células aumenta, es posible
que ocurra plamdlisis, con la consecuente desecacion y muerte de la célula. El
crecimiento radial de las colonias de hongos depende de la zona periférica de
crecimiento y el porcentaje de crecimiento de esta zona. Generalmente, la

temperatura Optima para la esporulaciéon es mas baja que aquella necesaria para



su crecimiento (Carlile y Watkinson 1994). Algunos hongos necesitan carbon y

nitrdgeno para germinar como el Fusarium culmorum.

Los tubos geminativos pueden tener tres tipos de orientacion. La primer
orientacion es autotropismo, el cual se refiere a que si dos esporas estan
cercanas, los tubos pueden germinar en los extremos opuestos, lo cual indica
poca competencia por nutrientes o pueden germinar en los extremos mas
cercanos, como ocurre con algunos Deuteromycotas. Un segundo efecto en la
orientacion es la respuesta chemotrépica, la cual se refiere al mayor o menor
crecimiento respecto al gradiente quimico. El siguiente efecto es el fototropismo,
en el cual los hongos crecen buscando o evitando la luz (Carlile y Watkinson
1994).

3.2 TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN EL CONTROL DE LA PUDRICION DE
CORONA EN BANANO

3.2.1 Control convencional

Tradicionalmente, para controlar la pudricion de la corona, se ha utilizado
un producto en el agua de lavado, para coagular el latex que exuda del corte.
Usualmente, este producto es sulfato amoénico de aluminio o “alumbre”.
Posteriormente, se ha aplicado un fungicida como el thiabendazole o
benzimidazole, llamado comercialmente como “Mertec” (Diaz et al. 1995, citado
por Rodriguez 1999).

La concentracion del fungicida aplicado ha ido variando con el tiempo y
sigue dependiendo del destino de exportacion del banano. Para el afio de 1997 se
aplicaba 400 ppm de thiabendazole y 1% de alumbre para mercados en los
Estados Unidos de América y 600 ppm de thiabendazole y 1% de alumbre para

mercados Europeos (Soto 1995, citado por Sasaki 1997).



Estudios realizados por De Lapeyre y Mourichon (1998), indican que el
hongo Colletotrichum musae, reportado como uno de los causantes de la pudricion

de la corona, ha desarrollado resistencia al thiabendazole.

3.2.2 Tratamientos hidrotérmicos

Lépez y Marrero (1998) reportaron que temperaturas de 45 a 47,5 grados
centigrados, durante 15 a 30 minutos presentan buenos resultados en el control
de los hongos Fusarium proliferatum y Colletrotrichum musae, causantes de la
enfermedad. Sin embargo, debe tenerse cuidado ya que temperaturas por encima
de los 50 °C pueden provocar oscurecimiento de la cascara de la fruta.

3.2.3 Remocion de flores y hojas

Se ha practicado la remocion de bracteas de las flores y de hojas no
funcionales, como un principio de control de la enfermedad (Slabaugh y Grove
1982). Se hallé que los conidios y esporas de los hongos, encuentran en estas

estructuras un medio para desarrollarse (De Lapeyre y Mourichon 1998).

3.2.4 Biocontrol

La bacteria Pseudomonas syringae y las levaduras que aparecen
naturalmente en la manzana y pera, son una opcion como biocontroladores contra
varios hongos patégenos que ocasionan el deterioro de las frutas en los procesos
postcosecha. Por ejemplo, Pseudomonas syringae, especificamente la cepa ESC-
11 es efectiva para reducir la pudricién de la corona en banano, producida por un
complejo de hongos, incluyendo Fusarium semitectum y Fusarium moniliforme
(Janisiewicz 2000).

El control biol6gico en la etapa de postcosecha tiene ventajas significativas
en relacion al biocontrol bajo condiciones de campo, ya que los dos factores mas
importantes que tienen que ver con el éxito del biocontrol son la temperatura, la

humedad relativa constantes y la facilidad de acceso. Estos factores reducen la



variabilidad en el biocontrol, haciendo que el sistema sea mas sencillo en cuanto a

su manejo (Janisiewicz 2000).

La eficacia del biocontrol en postcosecha puede ser influido por
tratamientos como la difenilamina y la etoxiquina, las cuales son empleadas en

algunas frutas para prevenir escaldaduras y desérdenes fisioldgicos.

El control biologico en postcosecha puede ser integrado con otros métodos
en los cuales no se usen fungicidas, como infiltraciones de calcio y tratamientos

con calor.

Otro tipo de controlador biolégico es el EMX, aunque Rodriguez (1999)
determindé que dosis de 5% y 10% no controlaron la pudricion de corona de
banano a nivel postcosecha, bajo la metodologia utilizada en su estudio. Ademas,
establecio que durante la vida anaquel, el banano organico aumenta su grado de

maduracién y el testigo quimico no lo hace.

La mashua (Tropaeolum tuberosum), es una planta que tiene propiedades
bactericidas, nematicidas, fungicidas, insecticidas y repelentes de insectos (Arbizu

y Tapia 1994, citados por Krauss y Soberanis 2000)

Krauss y Soberanis (2000), reportaron que el extracto acuoso de mashua
retraso la aparicion de pudriciones postcosecha, al menos durante tres semanas

en rodajas de platano, yuca y semillas de cacao secas.

Segun Demerutis (2000), al utilizar un producto organico a partir de semillas
de citricos, comercialmente conocido como Biocto 6, se obtuvo un control eficaz
del hongo Fusarium semitectum, causante de la pudricion de la corona en banano.

Especificamente con las concentraciones de 1 mL/L Biocto + Verdiol al 2,5% /L.
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3.2.5 Uso de ceras

Segun Sasaki (1997), las ceras a nivel postcosecha tienen la funcion de
reducir la pérdida de humedad, maduracion, transpiracion e infecciones. Ademas
de ser vehiculo para aplicacién de fungicidas, reguladores de crecimiento y

colorantes.

Algunos estudios han demostrado que radicales de oxigeno producto del
metabolismo celular, poseen critica importancia en el progreso de la enfermedad y

desarrollo de los sintomas (Andrews y Tommerup 1993).

3.3 DESCRIPCION DE ALGUNOS PRODUCTOS ORGANICOS Y
CONVENCIONALES

3.3.1 Biocto 6

Es un fungicida, bactericida y viricida sistémico. Es 100% organico,
biodegradable y se aplica para el control de enfermedades al nivel pre y
postcosecha. El ingrediente activo principal es el extracto de semillas de citricos y
estd compuesto ademas por acido citrico, acido ascérbico y acidos grasos. No es
toxico para humanos, animales o plantas, no provoca impactos negativos al

ambiente (Biogenéticos 2001).

Es recomendable aplicar el Biocto 6, junto con una cera que reduzca la
deshidratacion del fruto y su tasa de respiracion. Cuando el Biocto se aplica solo,
los acidos presentes inducen un incremento de los niveles de ADP y NAD,
favoreciéndose la estimulacion del catabolismo de los carbohidratos. Las enzimas
gue degradan estos carbohidratos simplificados incrementan la maduracién del
banano (Seymour, citado por Demerutis 2000). En la etapa de maduracién la
pectinasa y posiblemente fosfofructokinasa (enzimas), varian la permeabilidad de
las membranas celulares, provocando pérdida de humedad (Demerutis 2000). El
agua libre puede crear un medio propicio para el desarrollo de los hongos
causantes de la pudricién de la corona.
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3.3.2 Verdiol

Es una cera constituida por una emulsion de acidos grasos nhaturales
(aceite de palma y cera de abejas), que forma una delgada capa protectante en
frutos y plantas, evitando la penetracion de patégenos y la deshidrataciéon. Verdiol
es 100 % natural y biodegradable, no contaminante del medio ambiente, atdxico
para los seres humanos, animales y plantas, evita la deshidratacion de los frutos y
vegetales alargando su vida verde, ademas de retardar la maduracion
(Biogenéticos, 2001).

333 EM1

El EM 1 (microorganismos eficaces y benéficos, conocidos como EM), es
una de las mezclas de microorganismos, dentro de la cual destacan bacterias
fotosintéticas, acido lacticas, levaduras, actinomycetes y hongos fermentativos.

Esta mezcla fue desarrollada por Dr. Higa de la Universidad de Ryukyus de Japon.

La tecnologia EM se basa en contener microorganismos a pH muy bajos a

los cuales muchos microorganismos mueren.

Algunas de las sustancias secundarias que son producidas por los
microorganismos del EM son inositol, ubiquinone, saponinas, polisacéaridos de bajo
peso molecular, polifenoles y quelatos. Estas sustancias pueden inhibir patégenos,

pero permitir el crecimiento de las especies benéficas (Higa s.f.).

Las sustancias antioxidantes son producidas al degradar materia organica.
Estas sustancias desionizan sustancias peligrosas, detoxifican y quelatan
minerales pesados, ademas inducen a los microorganismos a liberar enzimas

descomponedoras, como la lignina peroxidaza (Higa s.f.).

El EM no debe considerarse como un fungicida, pues es una medida
biolégica para suprimir o controlar patdégenos, a través del incremento de la

competencia y antagonismo (APNAN 1995).
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Dentro de los principales grupos de microorganismos se hallan (APNAN
1995):

Bacterias fototropicas o fotosintéticas: este tipo de bacterias se
automantienen, a partir de secreciones de raices, materia organica y gases
sulfhidricos. Los aminoéacidos, acidos nucleicos, sustancias bioactivas y azucares,
producidos por las bacterias fotosintéticas incrementan su desarrollo y a la vez el
desarrollo de otros organismos, como las micorrizas, debido a que facilitan

compuestos nitrogenados.

Por otro lado, las bacterias fototrépicas producen ondas de resonancia con
altas frecuencias de rayos X y gamma. Se ha dicho que tales ondas son capaces

de transformar la energia negativa en positiva (Higa s.f.).

Bacterias Acido Léacticas: este es el grupo mas grande en el coctel del
EM (Higa y Parr 1994, citados por Edens et al. 1997).

Las bacterias acido lacticas producen sustancias inhibitorias, tales como la
reuterina, la cual es fungistatica e inhibe el crecimiento de otras bacterias (Edens
et al. 1997).

Ademas, el acido lactico proviene de azlcares y otros carbohidratos
secretados por las bacterias fotosintéticas y levaduras. El acido lactico es una
sustancia capaz de esterilizar y suprimir microorganismos dafinos. Estas bacterias
aceleran la descomposicion de la materia organica, ya que promueven el

rompimiento y fermento de la lignina y celulosa (Edens et al. 1997).

Las bacterias 4cido lacticas tienen la habilidad de suprimir la propagacion
de Fusarium, hongo que debilita plantas perennes, permitiendo el ataque de

nematodos (Edens et al. 1997).

Levaduras: a partir de aminoacidos y azlcares secretados por bacterias

fotosintéticas, materia organica y raices, sintetizan sustancias antimicrobianas,
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hormonas y enzimas, las cuales sirven de sustratos para bacterias acido lacticas y

actinomycetes.

Actinomycetes: estos producen sustancias supresoras de hongos y
bacterias (como los antibidticos), a partir de los aminoacidos secretados por

bacterias fotosintéticas y materia organica.

Hongos fermentativos: estos descomponen la materia organica en
alcohol, ésteres y sustancias antimicrobianas, eliminando asi el desarrollo de

moscas y malos olores.

3.3.4 EM5

El EM5 es un fermento proveniente de la mezcla de EM1 al 10% (coctel de
microorganismos), vinagre natural 10%, melaza 10%, alcohol 10% y agua 60%.
Este producto puede funcionar como repelente natural y tiene accion fungistatica,
debido a que fortalece mas la barrera de proteccion, para evitar la invasion de
patogenos, al producir fenoles, polifenoles y ésteres. Es de uso preventivo
(Okumoto 2001).

El EM5 previene las enfermedades acarreadas por plagas y a las plagas
mismas. Es usualmente aplicado en relacion con agua 1:500 6 1:1000. Se ha
utilizado como repelente de insectos, debido a que favorece procesos de

fermentacion.

La literatura reporta el uso del EM5 hasta tres meses después de su
preparacion. En el uso contra el combate de enfermedades sobre las plantas, se
prefiere como preventivo, pensando en la absorcibn de los compuestos

antioxidantes y equilibrio del ambiente (Edens et al. 1997).
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3.3.5 Merteck 22 SL

Consiste en un fungicida sistémico con accion protectora y curativa, tipo
benzimidazole y thiabendazole, para el tratamiento postcosecha del banano Musa

spp. (grupo AAA) y platano Musa spp. (grupo ABB).

El Mertect actia sobre los siguientes patdégenos: Colletotrichum musae,
Botryodiplodia theobromae, Fusarium roseum, Verticillum theobromae,

Ceratocystis paradoxa, Deightoniella torulosa y Nigrospora spp.

Este producto es compatible con la mayoria de los fungicidas e insecticidas
para banano, con excepcion de productos fabricados a partir de cobre y agentes
oxidantes como cloratos y nitratos. Es compatible con soluciones de alumbre

hasta concentraciones del 1%.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 UBICACION

El material utilizado para la investigacion procedio de la finca de banano de
la Empresa Agrocomercial de la Universidad EARTH, ubicada en Las Mercedes de
Guacimo, Limon, Zona Atlantica de Costa Rica.

La latitud del area es entre 10° 11" Norte y 10 ° 15" Norte y la longitud es
83° 40" Oeste y 83° 55" Oeste (Sancho 1989). La altitud es aproximadamente de

50 m.s.n.m.

La precipitacion es constante, alrededor de 3200 mm al afio. Las
temperaturas maximas rondan los 30.5 °C y las minimas 22 °C, con una humedad

relativa media de 87%

La investigacion del proyecto se extendid en dos é&reas. Un é&rea de
tratamientos al nivel de laboratorio y otra a nivel postcosecha.

En laboratorio se aislé cultivos puros de Colletotrichum spp. y Fusarium
spp., los cuales son patdgenos causantes de la pudriciébn de la corona, como lo

indica la literatura.

Posteriormente, se realiz6 una prueba de patogenicidad, para verificar cual

de los hongos anteriores era el mas patogénico.

Se probo la accion individual de diferentes concentraciones de EM5 y la
mezcla EM5 mas Verdiol (productos organicos), sobre el desarrollo de la
enfermedad. Se investigd el mecanismo de accion de los productos citados

anteriormente sobre los patdgenos.

En cuanto a la metodologia postcosecha, se aplico el EM5 y la mezcla de

EM5 mas Verdiol (postcosecha y laboratorio), en gajos de banano. El seguimiento
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comprendié el desarrollo de la enfermedad sobre la corona y el grado de

maduracion, a través del almacenamiento del producto sin refrigeracion.

Se aplico Verdiol, puesto que una cera puede ayudar controlar el

crecimiento del micelio. Ademas, puede retrasar la maduracién, ya que forma una

pelicula permeable que disminuye la respiracion de la fruta. Al disminuirse la

respiracion se esta disminuyendo también la produccion de etileno.

4.2 METODOLOGIA DE LABORATORIO

4.2.1 Obtencién de los cultivos puros de hongos

Todos los materiales utilizados se encontraron previamente esterilizados,

dentro de las condiciones que permite el Laboratorio de Ciencias Naturales de la
Universidad EARTH.

Los cultivos puros son Colletotrichum musae (C) y Fusarium semitectum

(F).
Secado con
N apel filtro
Tejido infectado Esterilizacion pap
Manos de Tejido con Siembra en
> (NaOCl) al 4%. > ) ]
Infectadas Inmersion 1,2y cajas Petri
3 minutos.
Identificacion
colonias de hongos
Cultivo < Aislar colonias
Puro en cajas Petri.

Tomar pedazo del agar con

miscelio y colocar en vial

Figura 1. Diagrama de flujo (obtencion de cultivos puros de los hongos)
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4.2.1.1 Aislamiento de los agentes causales

Se tomaron manos de banano para exportaciéon subgrupo Cavendish, clon
“Gran Enano”, procedentes de Finca de banano de la Empresa Agrocomercial de
la Universidad EARTH.

Para conseguir una rapida manifestacion de los hongos presentes en el
banano, se introdujo la mano en una bolsa plastica, a temperatura ambiente y con

alta humedad relativa, proporcionada por un trozo de papel humedecido.

El tejido utilizado para el aislamiento provino de la frontera entre el tejido

sano y el enfermo.
4.2.1.2 Esterilizacién del tejido

Para determinar el tiempo adecuado de esterilizacion, el tejido cortado se
introdujo en Hipoclorito de Sodio (NaOCI) a una concentracion del 4%. Los
tiempos de inmersién fueron de 1, 2 y 3 minutos. Luego de la inmersion durante
los tiempos respectivos, se les enjuagd en agua estéril. Luego, los trozos se
secaron con papel filtro esterilizado. Posteriormente, se cortaron trozos pequefios
y se sembraron en cajas Petri, previamente chorreadas con Agar Neopeptona

Glucosa (ANG) y se realiz6 tres repeticiones para cada tiempo (Elango 2001).
4.2.1.3 Incubacién de tejidos infectados

Se tomo la caja Petri donde se manifiestd el crecimiento de tres o0 menos
colonias sobre el tejido. Se extrajo una seccion distal del area de crecimiento de
cada hongo y se coloco en cajas Petri por separado (tres repeticiones por cada

hongo), para la obtencién de cultivos puros.

Luego de que los hongos poseian abundante micelio o habian esporulado,
se tomo un pedazo del agar y se colocé dentro de un vial en medios inclinados de
Agar Papa Dextrosa (tres repeticiones). Estos ultimos se consideran como cultivos
puros. Después de 4 a 5 dias de crecimiento, los viales se sellaron y guardaron en
la nevera a 4°C.
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4.2.2 Estudio de patogenicidad

Este estudio pretendido determinar cuales son los principales agentes
causales de la pudricion de la corona en la produccion de la Empresa

Agrocomercial de la Universidad EARTH.

Se utilizaron los dos hongos aislados para realizar el estudio preliminar,
ellos son el Colletotrichum musae (C) y Fusarium semitectum (F). Se realizaron

dos repeticiones para cada tratamiento.

Cuadro 1. Tratamientos para prueba de patogenicidad

Tratamiento Descripcion
1 F
2 C
3 C+F
4 Testigo

4.2.2.1 Preparacion de la suspensién de esporas

Para preparar la suspension de esporas, se sembro cada hongo en medio
de ANP por 10 a 14 dias. Luego, se llenaron ambas cajas con 10 mL de agua
esterilizada y se rasp6 con un asa estéril las esporas; esa suspension fue
decantada en un beaker. Se realiz6 un conteo de esporas mediante el uso de un
hemacitometro marca Bright Line de la Compafia Hausser Scientific y un

microscopio compuesto Serie 150 de la marca Reichert — Jung (Elango 1999).

Para la inoculacién de los tejidos se utilizé de apréximadamente 10° —10°
esporas/mL, ajustdndose esta concentracion a través de diluciones de la

suspension.
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4.2.2.2 Inoculacién de coronas

En este ensayo, se tomaron manos de banano y se limpié la corona al
realizar un corte fino de tejido, con el fin de exponer la herida nuevamente. Un
mililitro de una suspension con una concentracién de 10° esporas provenientes de
cultivos puros, fue inoculado sobre la herida y distribuida con un pincel. Ademas,
para asegurar excelentes condiciones a los hongos, se introdujo la mano dentro
de una bolsa, a temperatura ambiente y se colocd algodon con agua, ambos

previamente esterilizados.
4.2.2.3 Mediciones

Se obsrevo el desarrollo de la sintomatologia, para determinar el hongo
mas patogeénico. Esto se llevo a cabo durante 10 dias, utilizando como

herramienta la escala de grado de infeccion planteada por Rodriguez (1999).

4.2.3 Efectos de los productos sobre el crecimiento de los patdégenos (% de
inhibicion)
4.2.3.1 Preparacién de EM5
Los materiales para la preparacion del EM5 estaban en las siguientes
proporciones: EM1 10%, melaza 10%, alcohol (35°) 10%, vinagre 10% y agua
limpia sin cloro 60% de la mezcla total. Primeramente, se diluyo la melaza en una
pequefia parte del agua, después se agrego el vinagre, alcohol y EM1 a la mezcla.
Luego, se afadi6 el agua faltante y se dej6 fermentar bajo condiciones
anaerobicas por dos semanas (Okumoto 2001).

4.2.3.2 Experimento

Para esta prueba, se preparé medios mezclando Agar Papa Dextrosa con
cada tratamiento (ver Cuadro 2). Se chorrearon con estos medios cajas Petri y 24
horas mas tarde se chorre6 una capa de Agar Papa Dextroza sobre los
tratamientos solidificados (Castro et al.1996).
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Se tomo por separado, discos de 7 mm de diametro del cultivo puro de
Fusarium y Colletotrichum y se colocaron con el micelio hacia arriba, sobre el
medio de cultivo. Ademas, se establecio un testigo de agar sin producto. Se

incubo por 96 horas a 27 grados centigrados.

Cuadro 2. Tratamientos para controlar el crecimiento del micelio

Tratamiento Descripcion

EM5 (1%)

EMS5 (5 %)

EMS5 (20 %)

Control Comercial (Biocto 1ml/L)
Testigo con Indculo

Control pH EM5 1%

Control pH EM5 5%

~N o 0o B~ WN P

4.2.4.1.1 Mediciones

Para cada tratamiento se midié el didmetro de crecimiento del micelio en
centimetros (French y Hebert, 1982). Se tom¢ fotos de los tratamientos, con una

camara electronica marca e — VID Video Camera de la empresa Low Scientific

Se realizaron cuatro mediciones del crecimiento del micelio: a las 0, 24, 48,

72 y 96 horas después de establecido el tratamiento.
El porcentaje de inhibicion se calculé mediante la siguiente férmula:

Media del diametro del testigo — Media del diametro del tratamiento x 100

Media del diametro del testigo
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4.2.4 Mecanismo de accion del EM5

Se pretendid entender el mecanismo de accion del EM5, frente a los

hongos, utilizandose el mismo EM5 de la prueba de inhibicion.
4.2.4.1 Filtracion

Se filtr6 EM5 con el uso de filtros y membranas con miliporos de 22 micras,

capaces de excluir bacterias, obteniendo asi 250 mL de filtrado.

4.2.4.2 Experimentos
4.2.4.2.1 Accién Enzimatica en la germinacion de esporas de Colletotrichum

y Fusarium

El filtrado del EM5 se dividio en dos viales. Uno se hirvié por un minuto, en
un microondas marca Menumaster Comercial, con el fin de desnaturalizar
mediante calor las enzimas que pueden ser producidas por las bacterias. El otro

se mantuvo sin hervir.

Siguiendo con el proceso, se realizaron las diluciones del EM en agua

estéril (ver Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos para prueba de accién enziméatica

Tratamiento Descripcion

EMS5 (1%) Hervido

EMS5 (5 %) Hervido

EMS5 (20 %) Hervido

Testigo Comercial (Biocto 1ml/L)
EMS5 (1%) Sin hervir

EMS5 (5 %) Sin hervir

EMS5 (20 %) Sin hervir

Testigo Absoluto (Agua estéril)

o N o o~ WN B
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Los tratamientos y los patdégenos fueron inoculados sobre un porta - objeto,
cubierto con “agar - agua” como medio de cultivo. Dicho porta - objeto se colocé
dentro de una caja Petri de vidrio, la cual estaba preparada con papel de
germinacion en el fondo y grapas metalicas para evitar el contacto entre el porta -

objeto y el papel.

Se colocaron 0.01 mL de la suspensiéon de esporas de cada hongo y
posteriormente 0.01 mL de cada tratamiento en la superficie de la suspension de
esporas. Para tal se utlizo una micropipeta. El experimento se incubé a

temperatura ambiente (24-27 °C).

Se midi6 la germinacion y el crecimiento de los testigos cada 4 horas, ya
que el tubo germinativo de la espora podia extenderse hasta el punto de no
permitir la medicidon. Asi que fue necesario determinar el punto donde se podia ver
la mayor germinacién del testigo e identificar claramente el tubo germinativo de
cada espora. Este lapso de tiempo fue de 13 horas, a partir de la preparacion de la

suspension de esporas.

A las 13 horas, las esporas y tubos germinativos se tifieron con azul de

algodén en lactofenol.

4.2.3.2.1.1. Mediciones.

Se midi6é porcentaje de germinacion de esporas, presencia de varios tubos

germinativos (biceptacion), longitud del tubo germinativo mas largo de la conidia.

Para evaluar la germinacion se observé en el microscopio compuesto cada
porta-objeto, midiendo 5 campos al azar, con al menos 20 esporas. Ademas, se
anoto si existian biceptaciones y tubos germinativos en las esporas germinadas.

Se midid la longitud de 10 tubos germinativos mediante un micrometro.

El porcentaje de biceptacion fue calculado contando para cada tratamiento

cuantas de las esporas germinadas presentaban mas de un tubo germinativo. Se
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calculod el porcentaje que representaban esas esporas biceptadas, del total de

esporas germinadas.

Se observdé ademas la apariencia del tubo germinativo, tomandose
fotografias para cada tratamiento, con una camara electronica marca e — VID

Video Camera de la empresa Low Scientific.

Se replicdé cada tratamiento cinco veces y se aplicd la prueba Duncan y
Dunnet por tiempos, para analisis estadistico de los resultados de germinacion,

crecimiento de los tubos germinativos y biceptacion de las hifas.

4.3 METODOLOGIA POSTCOSECHA

Se procedio a la recoleccidon de las manos de banano de exportacion en la
planta de empaque de la Empresa Agrocomercial de la Universidad EARTH. El

banano procedia de plantaciones convencionales.

Los tratamientos consistieron en manos de banano de 4 dedos, los cuales
permitieron identificar claramente el avance del patégeno (Colletotrichum vy
Fusarium) sobre el tejido de la corona.

Los hongos fueron inoculados, asperjando las coronas con soluciones de

10° esporas por mililitro.

Ademas, se colocé papel humedecido sobre la corona y dentro de la bolsa,

creando un microclima favorable para el desarrollo de los patégenos.

Posteriormente, las manos fueron embolsadas. Las bolsas son utilizadas
para exportar manos de banano y poseen dieciocho orificios, a través de los

cuales permiten el paso del etileno en la camara de maduracion.

Los tratamientos en este experimento eran las concentraciones del EM5 y
EM5 maéas Verdiol. La concentracion de Verdiol utilizada fue 2.5%, la misma

utilizada para el control comercial (Biocto + Verdiol), recomendada en estudios
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previos, realizados para la Empresa Agrocomercial de la Universidad EARTH
(Demerutis 2000). Las variables de este estudio fueron Grado de Pudricion y

Grado de madurez, para cada tratamiento contra los dos hongos.

Las concentraciones de los tratamientos se hallan descritas para las
pruebas de porcentaje de inhibicion del crecimiento de los hongos (ver Cuadro 4),
exceptuando el tratamiento de Biocto + Verdiol. Ademds, se cont6 con un testigo

absoluto, o0 sea sin ningun tratamiento.

Para la maduracion de las manos, se colocaron en una camara de
maduracion del Centro de Procesamiento de Alimentos de la Universidad EARTH,
donde el etileno fue inyectado a una concentracion de 300 a 500 ppm, durante 14
horas cada dia, por dos dias. La temperatura de la cAmara de maduracion fue de
16°C, con una humedad relativa de 85 a 90%. Cada dia transcurrido dentro de la
camara representd el cambio en un grado de coloracion (maduracion). Al tercer
dia (en grado dos), el banano se retird y almacen6 en una camara a temperatura
ambiente promedio de 26,2 °C y 89,8% de Humedad Relativa, hasta observar el

maximo desarrollo del hongo.
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Cuadro 4. Tratamientos postcosecha

Tratamiento Descripcion
1 EM5 (1%)
2 EM5 (5 %)
3 EMS5 (20 %)
4 EM5 (1%) + Verdiol (2.5%)
5 EM5 (5%) + Verdiol (2.5%)
6 EM5 (20%) + Verdiol (2.5%)
7 Verdiol (2.5%)
8 Testigo Comercial (Biocto 1ml/L + Verdiol 2.5%)
9 Testigo Absoluto

[EEN
o

Testigo con In6culo

4.3.1 Evaluaciones

Las evaluaciones se realizaron mediante el uso de dos escalas visuales.
Para maduracién de banano: una escala visual de evaluacién del color (Anexo 19),
disefiada por Turbana Corporation (1994). Y para el desarrollo de la pudriciéon de
la corona, la escala visual desarrollada por Rodriguez (1999), para pudricién de

corona en banano (ver Anexo 20).

4.4 DISENO EXPERIMENTAL

La unidad experimental en las evaluaciones postcosecha estuvo compuesta
por una mano de banano con cuatro dedos, procedentes de la finca de banano
para exportacion de la Empresa Agrocomercial de la Universidad EARTH. Se

realiz6 una etapa, con diez repeticiones por tratamiento.
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Se aplicaron analisis estadisticos a todos los resultados, provenientes de
los tratamientos (laboratorio y postcosecha). Se analizaron medias, correlaciones,

diferencia significativa, pruebas Duncan y Dunnett.

Se proceso la informacion con el programa estadistico The SAS System for
Windows Release 6.12 y se graficaron los resultados utilizando el programa

Microsoft Excel 2000.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ESTUDIO DE PATOGENICIDAD

El hongo que mostré6 mayor patogenicidad en banano verde (ver Cuadro 5),
manejado a temperatura ambiente fue el de Colletotrichum (Finlay y Brown 1993),
seguido por el Fusarium. El tratamiento de Colletotrichum + Fusarium, mostro
menos desarrollo del micelio y menor esporulacion; esto puede deberse a que
ambos hongos compiten y se inhiben entre si. El testigo absoluto no presentd
ningun desarrollo de micelio. Este experimento fue llevado a cabo en el mes de
junio, el cual es reportado como inicio de la estacion alta en incidencia de

pudricion de la corona en banano (Krauss y Johanson 1999).

Cuadro 5. Grado de infeccion de las coronas* expuestas a los tratamientos

de Colletotrichum (C), Fusarium (F) y ambos

Tratamiento Descripcién Grado de infeccién

1 F Grado 5
2 C Grado 6
3 C+F Grado 5
4 Testigo Grado 1

*Escala de evaluacion para el grado de infeccién sugerido por Rodriguez (1999).
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5.2 ANALISIS DE LABORATORIO

5.2.1 Crecimiento del diametro y porcentaje de inhibicion

La prueba de doble capa evalu6 el comportamiento de los hongos
patégenos (Fusarium y Colletotrichum) bajo la accién de distintos tratamientos.

Se midio6 el crecimiento y el porcentaje de inhibicion en ambos hongos. El
porcentaje de inhibicién se refiere a el control de los tratamientos en el crecimiento

del hongo, respecto al crecimiento del testigo con inéculo.

En la metodologia, se establecieron controles para el pH de los
tratamientos con EM5, esto tenia como fin identificar si la acidez de los mismos
influia en el crecimiento del micelio de los patdgenos. Sin embargo, no fue posible
establecer un control de pH para el tratamiento EM5 concentracion 20%, debido a
gue a su pH de 3.52 el PDA no solidifica (ver Anexo 5).

Figura 2. Interacién entre Fusarium y bacterias presentes en EM5

En cuanto a la inhibicion en las Cajas Petri, pudo observarse la presencia
de bacterias en la superficie de la segunda capa de agar, como se reporta en otro
estudio realizado (Wood s.f.). En algunos casos, fue imposible limitar las bacterias
a la primer capa, ya que a las 24 horas, estas se habian expandido en los
tratamientos con EMS5, dificultando ver la accion antagonica. En algunas
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repeticiones, pudo observarse que el micelio del Fusarium detenia su crecimiento
al ponerse en contacto con una colonia bacteriana, como se puede observar en la
Figura 2. Bajo esta experiencia, se recomienda para experimentos futuros,
chorrear la segunda capa de agar antes de transcurridas 24 horas de haber

colocado la primera capa con tratamiento

5.2.1.1 Comportamiento de Fusarium

7.0
—— Testigo
—B—EM5 1%
G
S EMS 5%
o
“‘2 EMS5 20%
\©
a

—¥— Control pH EM5 1%

—@— Control pH EM5 5%

—+— Control Comercial

0 24 48 72 96

Tiempo (horas)

Figura 3. Crecimiento de Fusarium (cm), desde 0 hasta 96 horas

Segun el Andlisis Dunnet, para Fusarium, después de 24 horas (ver Anexo
1) ningun tratamiento fue diferente al testigo. A partir de las 48 horas todos los
tratamientos eran significativamente diferentes al testigo (ver Anexo 2). Desde ese
periodo el EM5 al 20% detuvo el crecimiento del patégeno (ver Figura 3). Se

supone gue por su alta concentracion actu6 con un antagonismo temprano.

Los datos estadisticos de la prueba Duncan (ver Anexos 3 y 4), muestran
que a las 48 horas el EM5 al 5% y a las 72 horas el EM5 al 1%, ejercian un control

similar al del testigo comercial. Estos resultados sugieren, que las colonias de
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microorganismos presentes en el EM5 incrementan su poblacion y concentracion
de sustancias antagonicas con el paso del tiempo. Esto conlleva a la supresion del
desarrollo miceliar del patdgeno. Las bacterias acido lacticas producen sustancias
inhibitorias tales como la reuterina, la cual es fungistatica e inhibe el crecimiento

de otras bacterias (Edens et al., 1997).

Los controles de pH, en las pruebas Duncan, no presentan relaciéon
significativa con los tratamientos de EM5 al 1% y 5%. A partir de las 24 horas
estos controles no inhibieron el crecimiento de Fusarium, pero después de 48
horas, el control de pH del EM5 al 1% estimulé mas el crecimiento respecto al otro
control de pH. Este ultimo resultado indica que este patégeno se desarrolla mejor
a pH de 4.64 (ver Anexo 5).

La inhibicion de ambos hongos no se da por la acidez de los tratamientos
con EM5, sino por el incremento de la competencia y antagonismo, como es
reportado por APNAN (1995).

120 -

100 A

80 - C Cc

60 -

40 -

20 +

Inhibicion (%)

EM5 20% EM5 5% Testigo EM5 1% Control pH Control pH
-20 4 Comercial EMS5 5% EM5 1%

40

Tratamientos

Figura 4. Porcentaje de inhibicion en Fusarium, después de 96 horas
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En cuanto al porcentaje de inhibicion del Fusarium (ver Anexo 10), a las 24
horas, todos los tratamientos eran similares y los controles de pH eran diferentes a
estos. A pesar de esto, las medias estadisticas de los tratamientos mostraban al
EM5 20% superior sobre las otras concentraciones, seguido por el testigo

comercial.

A las 48 horas y 72 horas, los analisis estadisticos mostraron diferencia
significativa entre todos los tratamientos. EI EM5 al 20% continto siendo el mejor
inhibidor del crecimiento del micelio. Posteriormente se ubicaron el EM5 al 5% vy el

testigo comercial.

Se tomo el tiempo de 96 horas para concluir acerca de la efectividad de los
tratamientos. Como se presenta en la Figura 4, en el Ultimo periodo el EM5 al 20%
inhibia el hongo en 97,14% y el EM5 al 5% en 83,5%. Dichos tratamientos
superaron el porcentaje de inhibicion del testigo comercial. El EM5 al 1% inhibio

un poco menos que este udltimo.

Estos datos corroboran la hipétesis de que el incremento de la poblacién
microbiana y sustancias antagonicas con el paso del tiempo tienen un efecto
fungistatico. Todas los porcentajes de inhibicion de los tratamientos con EM5
incrementaron al avanzar las horas y alcanzaron en algin momento al testigo
comercial. Por ejemplo, a las 48 horas el EM5 al 5% acrecent6 su accion respecto
a las 24 horas, a las 96 horas el EM5 al 1% alcanzé el efecto del testigo comercial.
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e f

Testigo Absoluto = a; Control pH EM5 al 1% = b; EM5 al 5% = c;
EM5 al 1% = d; EM5 al 20% = e; Testigo Comercial =f.

Figura 5. Fotografias del crecimiento de Fusarium en cajas Petri, después de
96 horas

Al final de 96 horas de evaluacién, las cajas Petri con tratamientos y el
patdgeno se observaban como lo detalla la Figura 5. Es una evidencia del control

ejercido por los tratamientos de EM5.

La diferencia en colores de las cajas se debe a las concentraciones del
EM5, ya que este posee un color marrén oscuro. Conforme se afiadi6 mayor
cantidad de EM5 al agar, el tono de la caja Petri es mas oscuro. Lo mismo sucedio
con los experimentos para el hongo Colletotrichum (ver Figura 8).
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5.2.1.2 Comportamiento de Colletotrichum

8.0
7.0 —&— Testigo
- 6.0 —B—EM5 1%
§ 50-
= EM5 5%
o
£ 4.0
£ EM5 20%
?‘DE 3.0
20 - —¥— Control pH EM5 1%
1.0 —@— Control pH EM5 5%
00 - —+— Control Comercial
0 24 48 72 96
Tiempo (horas)

Figura 6. Crecimiento del diametro de Colletotrichum (cm), desde 0 hasta 96

horas

El crecimiento del testigo Colletotrichum en las cajas Petri fue superior el
crecimiento del Fusarium (ver Figuras 3 y 6). Este comportamiento es similar al
observado en las pruebas preliminares con manos de banano, donde el mayor
grado de pudricion fue causado por Colletotrichum. Finlay y Brown (1993)

encontraron que el Colletotrichum era mas agresivo que el Fusarium.

Transcurridas 24 horas después de inoculado el hongo Colletotrichum en
las cajas Petri, el crecimiento del micelio fue similar en los todos los tratamientos
(ver Figura 6). No obstante, segun el andlisis Duncan (ver Anexo 7), los
tratamientos con diferencia representativa son el testigo indculo y los controles de
pH.
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Las medias Duncan, de los tratamientos después de 48 horas, indicaron
que de mayor a menor efecto, el EM5 al 20%, testigo comercial y EM5 al 5%,
disminuyeron el crecimiento del patégeno, pero fueron iguales estadisticamente

(ver Anexo 8).

Después de 72 horas, se observd que el EM5 al 5% superd al testigo
comercial en inhibir el crecimiento del micelio, a causa del incremento de la

poblacién microbiana y posible sintesis compuestos antagonicos.

El crecimiento miceliar después de las 96 horas (ver Figura 6), mostré que
el tratamiento que mejor controld el crecimiento del patogeno Colletotrichum fue el
EMS5 al 20%. ElI EM5 al 5%, el control comercial y el EM5 al 1% le siguieron en
control. Estos fueron estadisticamente diferentes al testigo con indculo (ver Anexo

6), pero no fueron distintos entre si (ver Anexo 9).

Los tratamientos con EM5 al 20%, 5% y 1% ejercieron un control
satisfactorio.

El desarrollo del Colletotrichum en los controles de pH de los tratamientos
con EM5 al 1%, 5% y el testigo absoluto con inoculo fue similar. Después de 48
horas existié una ligera diferencia significativa en el control de pH del EM5 al 1%.
Esto quiere decir, que entre pH 4.64 y 3.83 (ver Anexo 5), este patdégeno tiene

buen crecimiento, similar al testigo.

En algunos casos, el Colletotrichum fue inhibido por los tratamientos con
EMS5, el micelio no avanzé y hubo esporulacion masiva (ver Figura 8-d). Esto pudo

darse como respuesta al estrés, segun lo sugiere OkumotoIII (2000)

! Okumoto, S. 2001. Comunicacién personal.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion en Colletotrichum, después de 96 horas

La Figura 7, indica que no existe diferencia estadistica entre los
tratamientos con EM5 y el testigo comercial. Sin embargo, las medias sugieren
que el EM5 al 20 % y 5% son los mejores inhibidores del crecimiento del micelio
en las cajas Petri. EI EM5 al 1% present6 un incremento de la inhibicién conforme

avanzo el tiempo, ya que al final de las mediciones alcanzé un control similar al del
EM5 20%.
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Testigo Absoluto = a; Control pH EM5 al 1% = b; Testigo Comercial = c;
EMS5 al 1% = d; EM5 al 20% = e; EM5 al 5% = f; Control pH EM5 al 5%

:g.
Figura 8. Fotografias del crecimiento de Colletotrichum en cajas Petri,

después de 96 horas
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Al final de 96 horas de evaluacion la Figura 8, refleja el efecto de los
tratamientos de EM5 sobre el patégeno.

5.2.2 Accién Enzimatica en la germinacién de esporas de Colletotrichum y
Fusarium

120.00 -

100.00 - B A B B A

80.00 - ] — ]

60.00 -
40.00

Germinacion (%)

20.00 - b B

000 = T T T 1
Testigo  Biocto EM1% Bv5% BvM20% BVM1% Bv5% Bv20%
Hervido Hervido Hervido SinHervir Sin Hervir Sin Hervir

Tratamentos

O Fusarium [ Colletotrichum

Figura 9. Germinacién de las esporas de Colletotrichum y Fusarium, después
de 13 horas

Todos los tratamientos con EM5 utilizados sobre el inéculo Fusarium,
germinaron en un alto porcentaje. Sin embargo, estadisticamente se pudo hallar
que el EM5 al 5% hervido y sin hervir tuvieron un mejor desempefio respecto a los
otros tratamientos. En cuanto al hongo Colletotrichum, ninguno de los tratamientos
presento diferencia significativa entre si, ni respecto al testigo, lo cual quiere decir
gue no existe inhibicién en la germinacion. El testigo comercial (Biocto), inhibié en

100% la germinaciéon de Fusariumy en 98% la de Colletotrichum.
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Figura 10. Crecimiento del tubo germinativo de las esporas de

Colletotrichum y Fusarium, después de 13 horas

Al final de las trece horas, el testigo comercial presentd inhibicion en el
crecimiento del tubo germinativo del Fusarium y Colletotrichum, seguido por el
EM5 al 20% sin hervir y hervido. Esto indica que posiblemente las sustancias
antagonicas no identificadas, producidas por los microorganismos pueden ser

termorresistentes, soportando altas temperaturas.

Comparando el desarrollo de los tubos germinativos del Fusarium y el

Colletotrichum, es posible observar que este Ultimo crece mas rapido.

39



12000, A
100001  — A
80.00

60.00 |

B B B
C B C
D
40.00 - D
E
20.00 - D F D_‘
O.(x) T - - T - - T T - 1

Testigo  Biocto BM1% BJv5% Bv20% BM1%Sn BM5% Bvi20%
Hervido Hervido Hervido Hervir  SinHervir Sin Hervir

Biceptacion (%)

Tratarmentos

O Fusarium g Colletotrichum

Figura 11. Biceptacion del tubo germinativo de las esporas de Colletotrichum

y Fusarium, después de 13 horas

La biceptacién de las hifas indica el punto en que los 4pices no consumen
todos los nutrientes producidos por la extension de las paredes celulares (Carlile &
Watkinson, 1994). Sin embargo, en el caso de este experimento, el testigo indculo

se bifurcé creciendo sobre un medio inerte como lo es el agar de agua.

Segun la Figura 11, el EM5 al 5% hervido estimulé la biceptacion del
Fusarium. El testigo comercial y el EM5 al 20% sin hervir, presentaron los

menores porcentajes de biceptacion.

En el caso del Colletotrichum, este mostr6 menor biceptacidon en el testigo
comercial. En cuanto a los tratamientos con EM5, la concentracion al 20% y 5%
sin hervir y 20% hervido controlaron mejor la biceptacion. La biceptacion fue més
alta en el Colletotrichum que en el Fusarium (ver Anexos 13 y 14) y el porcentaje

de inhibicién de la germinacion fue mayor en el dltimo (ver Anexos 11y 12).
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En los Anexos 21 y 22, se observa las fotografias microscopicas de la
germinacion de esporas, crecimiento y biceptacion de los tubos germinativos de

Colletotrichum y Fusarium.

5.3 ANALISIS POSTCOSECHA

5.3.1 Grado de Pudricion de las coronas y porcentaje de inhibicion de los
tratamientos.

Es importante considerar que las manos de banano se expusieron a
condiciones ambientales y aun asi los testigos absolutos (s6lo inoculados con
agua estéril) no presentaron ningun indicio de infeccién. Esto indica que cualquier
resultado se debe al efecto de los tratamientos y a escaza influencia de los otros

microorganismos contaminantes, presentes en el ambiente.

4 —&— EM 5 1%+Verdiol
3.5 - —— EMB 20%+Verdiol
c 3 ,
N®) EMB 5%+Verdiol
2251 _
= Testigo
a 24 _IC_)om_erciIaJ I
—¥— Test
}% 15 estigo Inoculo
0.5 - —+—EMB 20%
0 ——EMB5%
1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

Figura 12. Pudricion de las coronas de banano, después de inoculadas con

Fusarium

En cuanto al Fusarium, en el cuarto dia de evaluacion se encontré que el

EMS5 al 1% y al 20% promovieron la pudricion (ver Anexo 15). Pareciera que los
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microorganismos del EM5, como las bacterias acido lacticas o las sustancias
producidas por estas ayudaron a la degradacion de los tejidos de la corona,
promoviendo el rompimiento y fermento de la celulosa. Esto fue observado
también por Edens et al. (1997). Cabe recordar que este resultado es diferente de

lo que se observo en el laboratorio, donde el EM5 ejercié control del Fusarium.

En el quinto dia, se observd un aumento el grado de pudricién en relacion al
cuarto dia (ver Figura 12). Segun las medias de la prueba Duncan, los
tratamientos que presentaron mayor pudricion que el testigo con in6culo fueron el
EMS5 al 20% + Verdiol y las tres concentraciones de EM5. Es posible aseverar que
el EM5 degradd el tejido, creando condiciones para el mejor desarrollo del
patogeno. Al final de la prueba como se observa la Figura 12, el tratamiento que

manifestdo mayor pudricion fue el EM5 al 5%.

Las concentraciones de EM5 con Verdiol (cera), el Verdiol y el testigo
comercial son similares estadisticamente, aun el testigo comercial presenté el

menor grado de infeccion.

Quizas las ceras disminuyeron la actividad enzimatica de la propia fruta, a
través de la reducciéon de la respiracion y el incremento del diéxido de carbono,
como lo reportaron Krauss y Johanson (2000). Al disminuirse el agua libre sobre la

corona los patdégenos avanzaron lentamente.

El testigo comercial no poseia ningun organismo que produjera la
descomposicion de la celulosa, por lo cual el hongo avanz6 con menor rapidez. El
producto comercial posee acido citrico y quilol, los cuales provocan oxidaciones
gue rompen la pared y el citoplasma de la célula de los patégenos (Biogénicos,
2000).
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El Fusarium es un hongo necrotrofo (OkumotoE| 2001) y al parecer el EM5
sin combinarse con una cera como el Verdiol, favorecio el deterioro del tejido y el
crecimiento de este hongo.

Durante los seis dias de evaluacion, ningan tratamiento provoco el
detenimiento de la maduracion. Los tratamientos fueron colocados los dos
primeros dias en la camara de maduracion, para disparar el pico de produccion de
etileno de las manos. Después de esto el proceso de maduracién para frutos

climatéricos, como el banano, es irreversible (Demerutis 2000).

| B
5 — B c

5 | Testigo EM5 EM 5 EM5 Verdiol EM5 1% EM5 20% BEM5 5%
- Comercial 5%+Verdiol 1%#Verdiol  20%#Verdiol

Inhibicién (%)
o

Tratamientos

Figura 13. Inhibicién de Fusarium frente a los tratamientos, al finalizar la

prueba de postcosecha

El porcentaje de inhibicion de la pudricion alcanzado por todos los
tratamientos fue muy bajo, aunque el testigo comercial y los tratamientos con EM5
+ Verdiol controlaron en algun nivel, posiblemente la cera generé una barrera
alrededor de la corona. Cuando no se aplico el Verdiol el control fue casi nulo o

estimulo el crecimiento del patégeno. El mejor tratamiento del EM5, fue el de la

2 Okumoto, S. 2001. Comunicacién personal.
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concentracion 5% + Verdiol (casi 15% de inhibicién). Quiza la concentracién del
20% + Verdiol no funcioné mejor porgue la alta cantidad de microorganismos y sus
compuestos metabolicos degradaron los acidos grasos de la cera. Es posible que
la concentracion EM5 1% + Verdiol no poseia la suficiente cantidad de
microorganismos y sustancias antagoénicas para competir con el patégeno e

inhibirlo eficientemente.

A 2 —e— EM5 1%#Verdid
.4 | A —— EVb 20%+Verdiol
:§ 35 /'! ENB 5%+Verdio
£ 3 / Testigo Comercial
T 25- —¥— Testigo Inoculo
3 2 ——EVB 1%
o 197 ——EVB20%
1 = &
——EMB5%
05 Verdol
0 ‘erdi
1 2 3 4 5 6

Tiempo (dias)

Figura 14. Pudricion de las coronas de banano, después inoculadas con

Colletotrichum

La Figura 14 muestra que el Colletotrichum se ve ligeramente inhibido por
los tratamientos con EM5 1% y 5%, 0 sea es mas susceptible a las sustancias

antagonicas producidas por los organismos del EM5.

Las variaciones en el comportamiento de un dia al otro son muy notorias, lo
cual sugiere un amplio espectro de relaciones entre los microorganismos
presentes en el EM5 y el tejido de la corona. Sin embargo, se presume que el EM5

al 1% con y sin Verdiol, controlé en alguna medida al Colletotrichum, ya que su
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baja concentracibn no degradd significativamente el tejido de la corona,
desfavoreciendo el desarrollo del hongo.

Después del quinto dia, el control del EM5 al 1% disminuyd y el Unico

tratamiento que no permitié el avance del patégeno fue el testigo comercial (ver
Anexo 16).

El testigo comercial quiza estabilizd su control gracias al efecto de los
acidos grasos sobre el micelio del patégeno, tales compuestos estaban contenidos
en el Biocto y Verdiol. Estas sustancias no permiten la maduracion del micelio,
imposibilitando la reproduccién y atrofiando las estructuras proticas fundamentales
del hongo (Biogénicos, 2000).

404 A
30 - B
g 20- ¢
< D D
0
£ o — F
- Testigo EM 5 EM5 1% EM5 EM5 5% EM5 Verdiol BM5 20%
-10 - Comercial  1%tVerdiol 5%+Verdiol 20%t+Verdiol
-20 -
Tratamientos

Figura 15. Porcentaje de inhibicion de Colletotrichum y distribucién Duncan

de los tratamientos, al finalizar la prueba de postcosecha (después
de 6 dias)

El porcentaje de inhibicion de estos tratamientos fue mayor que el
alcanzado para el patégeno Fusarium. al igual que ocurrié con la bifurcacion en las
pruebas de laboratorio. Como lo indica la Figura 15, el EM5 1% con Verdiol

alcanzé alrededor de un 25% de inhibicidn, versus un 35% logrado por el testigo
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comercial (ver Anexo 17). Tal vez, el Colletotrichum se inhibié por sustancias o
compuestos producidas en el EM5 y la baja concentracibn de microorganismos
(1%) no favorecio la degradacion del tejido de la corona. Otra vez, el EM5 al 20%
favorecié el desarrollo del hongo y al contrario de los experimentos practicados
sobre coronas inoculadas con Fusarium, el Verdiol tuvo un pobre desempefio.
Esto indica que quizéa el hongo Colletotrichum no se ve afectado por el microclima

creado por la cera.

En general, existié un grado de correlacion positiva entre el avance de la
pudricion y el incremento de la madurez, con valores de 0.79 para Colletotrichum y
de 0.73 para Fusarium. Ademas, el incremento en la maduracion posee una alta
correlacion con el transcurrir de los dias, alrededor de 0.98 en ambos hongos (ver
Anexo 18).

El EM5 no controlé las pudriciones de la corona de la fruta. Aunque en el
laboratorio el Colletotrichum germina y crece mas rapido que el Fusarium, en los
experimentos postcosecha, los tratamientos con EM5 estimularon un avance mas
rapido de la pudricion en coronas inoculadas con Fusarium, respecto a las que

poseian Colletotrichum.

Las diferencias entre las respuestas en el laboratorio y experimentos
postcosecha, mostraron que condiciones controladas, tanto para los patégenos
como para los organismos presentes en el EM5, no son iguales a las condiciones
en el medio libre, en donde la temperatura, humedad y luz afectan el desempefio

del producto.

Los resultados obtenidos en la prueba postcosecha no deben quitar mérito
al control ejercido por el EM5 al nivel de laboratorio. Los experimentos en
laboratorio permiten afirmar que el EM5 es un exelente supresor de ambos
patogenos Colletotrichum y Fusarium. Aunque en este experimento no ha sido

efectivo en la prevencion del desarrollo de pudriciones en la corona de banano en
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condiciones para exportacion, se debe buscar otras opciones para lograr el control

como se ha experimentado en el laboratorio.
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6 CONCLUSIONES

Las tres concentraciones de EM5 utilizadas en el laboratorio mostraron una
exitosa inhibicion del micelio de Colletotrichum y Fusarium, causantes principales
de la pudricion de corona en banano. Las concentraciones de EM5 que mejor

controlaron fueron el 20% y 5%.

El control del crecimiento del micelio al usar EM5 en condiciones
controladas (laboratorio), se basa en la competencia por espacio fisico y
compuestos antagonicos no identificados. Se descarta que la inhibicion del

patdgeno se debiera a la accién del pH de los tratamientos.

Al excluir los microorganismos del EM5, se comprobd que no existié accion
enzimatica significativa sobre la germinacion de las esporas de ambos hongos. No
obstante, el crecimiento del tubo germinativo de las esporas de Colletotrichum y

Fusarium fue alterado al utilizar concentraciones de EM5 al 20%.

La prueba postcosecha en condiciones adecuadas para el crecimiento de
los patdgenos, indico que los tratamientos con EM5 propiciaron el desarrollo de la

pudricion, especialmente cuando el patdégeno presente fue Fusarium.

Concentraciones de EM5 mas una cera que reduzca la tasa respiratoria de
la fruta y la pérdida de humedad, disminuyeron el avance de la pudricion sobre la
corona del banano. El mejor de los tratamientos con EM5 fue el 20% mas Verdiol.

Sin embargo, el mejor controlador fue el testigo comercial (Biocto mas Verdiol).

A través de los experimentos al nivel de laboratorio y postcosecha, para
analizar el comportamiento del EM5, se determin6 que el hongo Colletotrichum es
mas patogénico que el Fusarium. En coronas de banano donde el patdgeno era
Colletotrichum, bajas concentraciones de EM5 no estimularon la degradacion del

tejido. Sin embargo, el EM5 no control6 la pudricion causada por éste.
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7 RECOMENDACIONES

Se recomienda profundizar en el andlisis quimico del EM5, para determinar

cudles son los compuestos antagonicos a Fusarium y Colletotrichum.

Ademas, se recomienda detallar en las observaciones microscopicas del
efecto de los compuestos, sobre las estructuras de ambos patégenos, a fin de

entender mejor el mecanismo de accién de este biocontrolador.

Se recomienda estudiar la causa de la esporulacion y detenimiento del
crecimiento del micelio del Colletototrichum a nivel de laboratorio, ante

concentraciones de EMS5.

Es recomendable analizar la relacion entre la tasa de crecimiento del
Fusarium y su patogenicidad sobre las coronas de banano.
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Anexo 1. Dunnett para el crecimiento de Fusarium en la prueba de doble
capa, después de 24 horas

- Simultaneo 95%
Comparacion

: Diferencia Medias Limite de Significancia
entre tratamientos .
confianza
5-1 0.29 0.05 0.53 -
6-1 0.19 -0.05 0.43 -
2-1 -0.03 -0.27 0.21 -
3-1 -0.13 -0.37 0.11 -
7-1 -0.15 -0.39 0.09 -
4-1 -0.19 -0.43 0.05 -

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; Control de pH EM5 1% = 5;
Control de pH EM5 5% = 6; Testigo Comercial = 7.

Anexo 2. Dunnett para el crecimiento de Fusarium en la prueba de doble
capa, después de 48 horas

. Simultaneo 95%
Comparacion

. Diferencia Medias Limite de Significancia
entre tratamientos .
confianza
5-1 0.20 -0.25 0.65 -
6-1 -0.31 -0.76 0.14 -
2-1 -0.71 -1.16 -0.26 Si
3-1 -1.06 -1.51 -0.61 Si
7-1 -1.26 -1.71 -0.81 Si
4-1 -1.66 -2.11 -1.21 Si

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; Control de pH EM5 1% = 5;
Control de pH EM5 5% = 6; Testigo Comercial = 7.

Anexo 3. Duncan para el crecimiento de Fusarium en la prueba de doble
capa, después de 48 horas

Media
Agrupaciéon Duncan Tratamiento

1.89
1.69
1.38
0.98
0.63
0.43

MTmMmOoOO >
WNN O PR O

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; Control de pH EM5 1% = 5;
Control de pH EM5 5% = 6; Testigo Comercial = 7.
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Anexo 4. Duncan para el crecimiento de Fusarium en la prueba de doble
capa, después de 72 horas

Agrupacion Duncan

Media

Tratamiento

mooOoOw> >

3.47
3.43
2.67
1.55
1.19
0.67
0.08

AP WNNO PO

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; Control de pH EM5 1% = 5;
Control de pH EM5 5% = 6; Testigo Comercial = 7.

Anexo 5. Media de pH de los tratamientos con agar Papa Dextrosa (PDA)

Tratamientos en Agar PDA pH
Testigo Indculo (Agar PDA) 5.70
Control pH EM5 1% 4.64
Control pH EM5 5% 3.83
Control pH EM5 20% 3.52
Testigo Comercial (Biocto) 5.37

Anexo 6. Dunnett para el crecimiento de Colletotrichum en la prueba de
doble capa, después de 96 horas

Comparacion

Simultaneo 95%

. Diferencia Medias Limite de Significancia
entre tratamientos .
confianza
6-1 -0.53 -1.45 0.40 -
5-1 -1.33 -2.26 -0.40 Si
2-1 -6.17 -7.09 -5.24 Si
7-1 -6.33 -7.26 -5.40 Si
3-1 -6.55 -7.48 -5.62 Si
4-1 -6.90 -7.83 -5.97 Si

Testigo con Indculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4;

Control de pH EM5 5% = 6; Testigo Comercial = 7.
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Anexo 7. Duncan para el crecimiento de Colletotrichum en la prueba de
doble capa, después de 24 horas

Agrupacién Duncan Media Tratamiento

0.54
0.34
0.21
0.12
0.06
0.00

mmoOw>
~NwWN O RO

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; Control de pH EM5 1% = 5;
Control de pH EM5 5% = 6; Testigo Comercial = 7.

Anexo 8. Duncan para el crecimiento de Colletotrichum en la prueba de
doble capa, después de 48 horas

Agrupacién Duncan Media Tratamiento

2.64
2.63
241
1.19
0.37
0.28
0.04

O0O0wm>»>>
ANwNOPRO

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; Control de pH EM5 1% = 5;
Control de pH EM5 5% = 6; Testigo Comercial = 7.

Anexo 9. Duncan para el crecimiento de Colletotrichum en la prueba de
doble capa, después de 96 horas

Agrupacion Duncan Media Tratamiento

7.08
6.56
5.75
0.92
0.75
0.53
0.18

O0O00wm>» >
Aw~NNO O

Testigo con Indculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; Control de pH EM5 1% = 5;
Control de pH EM5 5% = 6; Testigo Comercial = 7.
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Anexo 10. Duncan para el porcentaje de Fusarium en la prueba de doble
capa, después de 24 horas

Agrupacién Duncan Media Tratamiento

100.00
78.95
65.79
15.79

-100.00

122.22

Ww>>>>
DOFLPNOW

Control de pH EM5 1% = 4; Control de pH EM5 5% = 5; EM5 5% = 2; EM5 1% = 1; EM5 20% = 3;
Testigo Comercial = 6.

Anexo 11. Duncan para el porcentaje de germinacion de las esporas de
Fusarium, alas 13 horas de la prueba

Agrupacion Duncan Media Tratamiento

A 100.00
98.63
93.28
87.72
84.96
84.72
80.78
0

COmwww >
OWoONNAOG PR

Testigo con Inéculo= 1; EM5 1% sin Hervir= 2; EM5 5% sin Hervir= 3; EM5 20% sin Hervir = 4;
EM5 1% Hervido= 5; EM5 5% Hervido= 6; EM5 20% Hervido = 7; Testigo Comercial= 8.
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Anexo 12. Duncan para el porcentaje de germinacion de las esporas de
Colletrichum, a las 13 horas de la prueba

Agrupacion Duncan Media Tratamiento

100.00
98.65
98.08
96.66
85.04
78.45
76.20

1.95

®>>>>>>>
O~NORAONWR

Testigo con Inéculo= 1; EM5 1% sin Hervir= 2; EM5 5% sin Hervir= 3; EM5 20% sin Hervir = 4;
EM5 1% Hervido= 5; EM5 5% Hervido= 6; EM5 20% Hervido = 7; Testigo Comercial= 8.

Anexo 13. Duncan para el porcentaje de biceptacién de las esporas de
Fusarium, a las 13 horas de la prueba

Agrupacion Duncan Media Tratamiento

77.10
56.75
54.35
52.25
50.09
40.00
33.72
0.00

OOmmwww >
ORPRPUONNWO

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% sin Hervir = 2; EM5 5% sin Hervir = 3; EM5 20% sin Hervir = 4;
EM5 1% Hervido = 5; EM5 5% Hervido = 6; EM5 20% Hervido = 7; Testigo Comercial = 8.
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Anexo 14. Duncan para el porcentaje de biceptacién de las esporas de
Colletotrichum, a las 13 horas de la prueba

Agrupacion Duncan Media Tratamiento

100.00
54.98
45.79
33.99
22.09
18.45
10.57

0.00

OMTMMOO W@>
CODNWNOIOONPE

Testigo con Indculo= 1; EM5 1% sin Hervir= 2; EM5 5% sin Hervir= 3; EM5 20% sin Hervir = 4;
EM5 1% Hervido= 5; EM5 5% Hervido= 6; EM5 20% Hervido = 7; Testigo Comercial= 8.

Anexo 15. Duncan para grado de pudricion de corona con indculo de
Fusarium, al cuarto dia de la prueba postcosecha

Agrupacién Duncan Media Tratamiento

1.70
1.50
1.30
1.30
1.20
1.10
1.00
1.00
1.00

CoOooOO0OT>»
©CO~NPF OWAN A

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; EM5 1%-+Verdiol = 5;
EM5 5%-+Verdiol = 6; EM5 20%+Verdiol = 7; Verdiol = 8; Testigo Comercial = 9.
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Anexo 16. Duncan para la pudricién de corona con indculo de
Colletotrichum, al quinto dia de la prueba postcosecha

Agrupacion Duncan Media Tratamiento

3.60
3.50
3.10
3.00
2.90
2.70
2.60
2.40
1.80

TOTMTMOO®>
ONOWNOD™ME

Testigo con Inéculo = 1; EM5 1% = 2; EM5 5% = 3; EM5 20% = 4; EM5 1%+Verdiol = 5; EM5
5%+Verdiol = 6; EM5 20%-+Verdiol = 7; Verdiol = 8; Testigo Comercial = 9.

Anexo 17. Duncan para el porcentaje de inhibicion de los tratamientos en la
pudricion de corona causada por el Colletotrichum, al sexto dia
de la prueba postcosecha

Agrupacién Duncan Media Tratamiento

35.00
25.00
17.50
10.00
10.00
5.00
2.5
-15.00

TMMOOO W >
oO~NOUTA WN P

Testigo comercial = 1; EM5 1% + Verdiol =2; EM5 1% = 3; EM5 5% = 4; EM5 5% + Verdiol = 5;
EM5 20% + Verdiol = 6; Verdiol = 7; EM5 20% = 8.
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Anexo 18. Correlaciones entre las diferentes variables evaluadas en los
experimentos postcosecha

Dias Pudricién Pudrcion Maduracién  Maduracion
Colletotrichum Fusarium Colletotrichum  Fusarium
Dias 1.00 0.80 0.75 0.98 0.98
<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Pudricion 0.80 1.00 0.79 0.81 0.77
Colletotrichum
<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Pudricién 0.75 0.79 1.00 0.74 0.74
Fusarium
<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Maduraciém 0.98 0.80 0.74 1.00 0.97
Colletotrichum
<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Maduracion 0.98 0.77 0.74 0.97 1.00
Fusarium
<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Anexo 19. Escala de evaluacién de grado de maduracion de banano

Completaments verde Verde claro
Gmu*pmmalmm Premer cambio de color, inicic MAas verde gue amarillo
e la maduraciin, Cambio evidenbs de calor di verde 8
amadilo, momento de emvio &l
detalisla en eslacones de Chma
teamplado.

i b
s & 6

4

&

v

Mas amarillo que verde  Amarillo con puntas Verdes Totalmente amarillo
Meaenento recomendado para Momanto propicio para exhibician en  Venta al detalle y consumo.
diespacho 2 detallista en anaauel.

temporada fria.

f‘ﬁg
1 &

Amarillo con puntos cafés

Completaments maduro, intenso sabor
y mayor valor nukritivo,

Fuente: Turbana Corporation (1994).
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Anexo 20. Escala de evaluacién del grado de pudricion de corona de banano

Mecrosis de la susedicie Puddrichan swanzada de @ Pudricion lotal de la corona,
de la omona, hesta un corana hasia un BI%. sin infaciarlos pacicekos,
0.

Pudricion tolal da la coronm,

pediceles ¥ parte de I8
cascars da ka fruta.

Fuente: Rodriguez (1999).
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Anexo 21. Imagenes capturadas (ocular 10x) en el experimento de accién
enzimética en esporas de Colletotrichum

a
C

EM5 1% Hervido = a; EM5 1% sin Hervir = b; EM5 20% Hervido = ¢; EM5 20% sin Hervir = d;
EM5 5% Hervido = e; EM5 5% sin Hervir = f; Testigo Comercial = g.
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Anexo 22. Imagenes capturadas (ocular 10x) en el experimento de accidn
enzimética en esporas de Fusarium.

EM5 1% Hervido = a; EM5 1% sin Hervir = b; EM5 5% Hervido = ¢; EM5 5% sin Hervir = d;
EM5 20% Hervido = e; EM5 20% sin Hervir = f; Testigo Comercial = g
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