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RESUMEN

La pudricion de corona, causada por un complejo de
hongos, entre ellos el género Lasiodiplodia, es una de las
principales enfermedades poscosecha que afecta la ex-
portacion de banano (Musa spp.) en Ecuador. Ante los
desafios asociados al uso continuo de fungicidas sintéti-
cos, esta investigacion evalué la eficacia de diversas al-
ternativas botanicas para su control. Se aplicé un Disefio
Completamente al Azar con cinco tratamientos: TO (testigo
absoluto), T1 (aceites de arbol de té y clavo), T2 (extracto
de canela, bioflavonoides y acidos), T3 (bioflavonoides y
acidos carboxilicos) y T4 (aceite esencial de naranja). Los
biocompuestos se probaron bajo tres condiciones experi-
mentales: cultivo in vitro, y clisteres de banano con y sin
inoculacion artificial del patégeno. La severidad se evalud
mediante la escala de Frossard y los datos se analizaron
con la prueba de Kruskal-Wallis (a« = 0.05). Los resultados
indicaron que, in vitro, el T4 inhibi6é totalmente el creci-
miento micelial, con una diferencia estadistica altamente
significativa (p = 0.0008). Sin embargo, en los ensayos in
vivo sobre frutos con inoculacion artificial no se registraron
diferencias estadisticamente significativas entre los trata-
mientos (p = 0.1639), aunque descriptivamente T1 presen-
t6 la menor severidad. Tampoco hubo diferencias significa-
tivas en frutos sin inocular (p = 0.1116). Se concluye que
la superioridad antifungica observada in vitro no se replicé
sobre el fruto, por lo que se requiere optimizar las formula-
ciones botanicas antes de recomendarlas comercialmente
para poscosecha.
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ABSTRACT

Crown rot, caused by a complex of fungi, including the
genus Lasiodiplodia, is one of the main postharvest dis-
eases affecting banana (Musa spp.) exports in Ecuador.
Given the challenges associated with the continuous use
of synthetic fungicides, this study evaluated the efficacy of
various botanical alternatives for its control. A Completely
Randomized Design was applied with five treatments: TO
(absolute control), T1 (tea tree and clove oils), T2 (cinna-
mon extract, bioflavonoids, and acids), T3 (bioflavonoids
and carboxylic acids), and T4 (orange essential oil). The
biocompounds were tested under three experimental con-
ditions: in vitro culture, and banana clusters with and with-
out artificial pathogen inoculation. Severity was assessed
using the Frossard scale, and data were analyzed using the
Kruskal-Wallis test (a = 0.05). Results indicated that, in vitro,
T4 completely inhibited mycelial growth, with a highly sig-
nificant statistical difference (p = 0.0008). However, in the
in vivo assays on artificially inoculated fruits, no statistically
significant differences were recorded among treatments (p
= 0.1639), although T1 descriptively presented the lowest
severity. Likewise, no significant differences were found in
non-inoculated fruits (p = 0.1116). It is concluded that the
antifungal superiority observed in vitro was not replicated
on the fruit, indicating the need to optimize botanical formu-
lations before recommending them commercially for post-
harvest use.

Keywords:
Botanical fungicides, Postharvest, Essential oils
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INTRODUCCION

El banano (Musa spp.) es uno de los cultivos frutales de
mayor relevancia econdémica y alimentaria a nivel global.
Para Ecuador representa un pilar de las exportaciones
agricolas. La competitividad internacional de este sector
depende de la calidad del fruto en poscosecha, porque los
mercados importadores exigen altos estandares fitosanita-
rios y de inocuidad. Sin embargo, la rentabilidad y la soste-
nibilidad de la cadena de exportacion se ven amenazadas
por patologias fungicas que acortan la vida util del fruto.
Entre estas, la pudricién de corona es una de las enferme-
dades poscosecha de mayor impacto econémico. Se de-
sarrolla durante el almacenamiento y el transporte maritimo
prolongado, deteriora el tejido de la corona y termina en
el rechazo del producto en los mercados de destino (Ruiz
Medina & Ruales, 2024).

La pudricién de corona es causada por un complejo de
hongos patégenos. Dentro de este complejo, Lasiodiplodia
theobromae es uno de los agentes mas agresivos para el
cultivo. Este hongo tiene amplia distribucion en regiones
tropicales y subtropicales. Coloniza de forma oportunista
los tejidos lesionados, sobre todo a través de los cortes del
desmane, y acelera la descomposicion celular (Sangeetha
et al., 2012). Recientemente, L. theobromae fue reportado
de manera oficial como agente causal de la pudricion de
corona del banano en Ecuador (Jaramillo-Aguilar et al.,
2024). Este reporte hace necesario investigar estrategias
de manejo especificas para este fitopatégeno bajo las con-
diciones locales de postcosecha.

Tradicionalmente, la mitigacion de la pudricion de corona
ha dependido de la aplicacion continua de fungicidas sin-
téticos en las empacadoras. No obstante, el uso intensivo
de estos agroquimicos plantea desafios por las exigencias
regulatorias sobre los limites maximos de residuos, el ries-
go de resistencia en las poblaciones fungicas y el impacto
ambiental derivado (Lassois et al., 2008). Por esto ha cre-
cido el interés cientifico por alternativas de origen natural
y de menor impacto toxicolégico. Diversos biocompuestos,
como los aceites esenciales (extractos de arbol de té, cla-
vo, canela y naranja), flavonoides y acidos organicos, han
mostrado propiedades antifungicas capaces de alterar la
membrana plasmatica y el metabolismo celular de los pato-
genos. Estudios preliminares en Ecuador documentan que
los aceites esenciales, como el de tomillo, tienen una eleva-
da inhibicion in vitro frente a L. theobromae. Esto muestra el
potencial de estas sustancias para sustituir o complemen-
tar el manejo convencional (Pilozo et al., 2024; Ruiz Medina
& Ruales, 2024).

A pesar de los avances en la evaluaciéon de sustancias
bioactivas, la literatura sobre su eficacia comparativa frente
a productos convencionales bajo inoculacion artificial con
L. theobromae in vivo sigue siendo limitada. Gran parte de
los reportes actuales se ha centrado en compuestos indi-
viduales o en otros microorganismos del complejo de pu-
dricién de corona (Ruiz Medina & Ruales, 2024). Por este

vacio de informacion se requiere evidencia experimental
bajo disefios controlados que permitan comparar estas al-
ternativas ecoldgicas.

Por consiguiente, la presente investigacion tuvo como ob-
jetivo evaluar la eficacia y comparar el comportamiento de
diferentes tratamientos fungicidas para el control de la pu-
dricion de corona del banano mediante la inoculacion arti-
ficial de Lasiodiplodia sp. en condiciones poscosecha. Los
resultados de este estudio aportan informacion cientifica
para el desarrollo de estrategias de control més sosteni-
bles, que promuevan sistemas de produccién ecocompa-
tibles y fortalezcan la calidad del banano de exportacion.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio y material vegetal

La investigacion, de enfoque cuantitativo y tipo experimen-
tal, se llevo a cabo en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Técnica de Machala, canton Machala, provincia de El Oro,
Ecuador. La elecciéon de esta area geografica responde a
reportes previos que confirman la presencia endémica del
patdgeno en la zona (Jaramillo-Aguilar et al., 2024). Como
material vegetal se utilizaron frutos de banano (Musa spp.)
de la variedad meristemo, destinados a la exportacion. La
unidad experimental estuvo conformada por clisteres de
banano extraidos directamente de fincas productoras, se-
leccionados bajo estrictos criterios de uniformidad en ta-
mafio y grado de madurez fisioldgica, garantizando la au-
sencia de dafios mecanicos o fitosanitarios.

Aislamiento e identificacion del patégeno

El in6culo primario correspondié a Lasiodiplodia sp. El ais-
lamiento del hongo se realizé a partir de fragmentos de
tejido de la zona de transicién entre el tejido sano y afecta-
do de frutos con sintomas caracteristicos de pudricion de
corona. Estos fragmentos fueron sembrados en un medio
de cultivo apropiado bajo condiciones asépticas, realizan-
dose repiques sucesivos hasta lograr la purificacion de
las colonias. La identificacion del agente causal se basé
en caracteristicas culturales y morfolégicas (desarrollo mi-
celial, coloracién, caracteristicas de las estructuras repro-
ductivas y conidios), en concordancia con los aislamientos
validados molecularmente mediante las regiones ITS, B-tu-
bulina y TEF-1a en frutos provenientes de la misma provin-
cia (Jaramillo-Aguilar et al., 2024).

Diserio experimental y tratamientos evaluados

El ensayo se estructuré bajo un Disefio Completamente al
Azar (DCA), justificado por la homogeneidad de las condi-
ciones controladas de laboratorio y poscosecha. Se defi-
nieron cinco tratamientos con cinco repeticiones cada uno.
Los compuestos evaluados incluyeron un control (testigo
absoluto) y cuatro formulaciones de origen natural y botani-
co a diferentes dosis comerciales, detalladas en la tabla 1.
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Tabla 1. Composicion y dosis de los tratamientos evaluados para el control de la pudricién de corona.

Tratamiento Formulacion / composicién activa Dosis
TO (Testigo) Testigo absoluto, sin aplicacién de fungicida N/A
T1 (BIO-TOL) Fungicida organico a base de aceite de arbol de té (Melaleuca alternifolia) y aceite de clavo | 5 g L™
(Syzygium aromaticum)
T2 (Canela) Bioflavonoides, acido citrico, acidos carboxilicos y extracto de canela 6.5cc L’
T3 (Carboxilicos) | Bioflavonoides, acido citrico y acidos carboxilicos 6.5cc L’
T4 (BC-1000) Fungicida comercial a base de aceite esencial de naranja (D-limoneno) 5cc Lt

Inoculacion artificial y aplicacion de los tratamientos

La preparacion de los frutos se realizé bajo un protocolo
de desinfeccion estandarizado para suprimir microorganis-
mos externos. La inoculacion artificial (figura 1) se focalizo
de manera controlada sobre la superficie de la corona, por
ser este el tejido vulnerable y de penetracion directa para L.
theobromae (Jaramillo-Aguilar et al., 2024). Las formulacio-
nes correspondientes a los tratamientos se prepararon de
manera individualizada para evitar contaminaciones cruza-
das y se aplicaron uniformemente sobre la zona inoculada.
Las unidades experimentales se trasladaron posteriormen-
te a un area de incubacién bajo condiciones simuladas de
postcosecha comercial.

2.5. Variables y criterios de evaluacion

Para determinar la eficacia comparativa y el comporta-
miento de la enfermedad frente a las alternativas de con-
trol, se evaluaron los siguientes parametros agronémicos y
fitopatolégicos:

Incidencia de la pudricidon de corona: determinada me-
diante el calculo de la proporcion porcentual de unidades
experimentales que desarrollaron sintomatologia.

Severidad de la enfermedad: evaluada visualmente utili-
zando la escala de Frossard (figura 2), para categorizar
el avance de la necrosis y el compromiso del tejido de la
corona.

Desarrollo de la lesidn: se midio en centimetros el diame-
tro y la longitud de avance de la lesion (necrosis), ocasio-
nada por el patégeno, utilizando una regla graduada.

Eficacia de control: calculada en funcion de la reduccion
relativa de la enfermedad en los diferentes tratamientos
con respecto a la evolucién del patégeno en el tratamiento
testigo (T0O).

Fig. 1. Preparacion de los tratamientos de estudio.
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Fig. 2. indice de pudricion de corona de banano mediante la escala de Frossard.
Fuente: Cartaya et al. (2011)

Analisis estadistico

Los datos recolectados se organizaron en una base de
datos estructurada mediante cédigos de identificacion
por unidad experimental. Tras un anélisis exploratorio y de
comprobaciéon de supuestos, el andlisis estadistico infe-
rencial se efectud mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia del 5 % (a =
0.05) para identificar diferencias significativas en la efica-
cia de los distintos tratamientos fungicidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento de los tratamientos alternativos para el
control de Lasiodiplodia sp. se cuantifico bajo tres condi-
ciones experimentales: crecimiento en cultivo in vitro, clis-
teres de banano sin inoculacién artificial y clisteres con
inoculacion artificial. En cada condicion se evalud el avan-
ce de la pudricién mediante la escala de Frossard. Los re-
sultados del analisis de varianza no paramétrico (prueba
de Kruskal-Wallis, a = 0.05) y las medias de severidad se
resumen en la tabla 2.
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Tabla 2. Valores medios de severidad y andlisis de Kruskal-Wallis de los tratamientos fungicidas bajo tres condiciones

experimentales

Tratamientos Sin inoculacién (media) Con inoculacién (media) Crecimiento in vitro (media)

TO (Testigo absoluto) 3.40 8.00 4.00 (grupo B)

T1 (BIO-TOL) 3.40 4.60 4.00 (grupo B)

T2 (Canela) 6.80 6.80 4.00 (grupo B)

T3 (Carboxilicos) 3.00 6.60 4.00 (grupo B)

T4 (BC-1000) 2.00 6.40 0.00 (grupo A)
Kruskal-Wallis (H) 7.07 6.32 9.14

Valor p 0.1116 0.1639 0.0008*

* Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05).

En la evaluacion del crecimiento in vitro de L. theobromae,
se evidenciaron diferencias estadisticas altamente signifi-
cativas (H = 9.14; p = 0.0008). El tratamiento T4 (BC-1000),
formulado con aceite esencial de naranja, inhibié de ma-
nera total el desarrollo del micelio fungico, con un valor de
0.00 (grupo A), mientras que el resto de los tratamientos
permitieron un crecimiento equivalente al testigo, con una
media de 4.00 (grupo B). Esta actividad antifungica in vi-
tro corrobora el potencial de los aceites esenciales cuando
entran en contacto directo con las estructuras del patége-
no. Sin embargo, como advierte la literatura, los resultados
en placa no garantizan que el aceite vegetal actue con la
misma eficacia sobre el fruto: los aceites presentan baja
solubilidad, pueden adherirse irregularmente a los tejidos
y requieren formulaciones estables para funcionar en am-
bientes comerciales.

Fig. 3. Evaluacion del crecimiento micelial in vitro de Theobromae L., con los dife-
rentes tratamientos

Al evaluar los tratamientos directamente sobre el fruto bajo
inoculacion artificial en condiciones postcosecha, el ana-
lisis demostré que no existieron diferencias estadistica-
mente significativas entre los tratamientos (H = 6.32; p =
0.1639). Descriptivamente, el tratamiento testigo (T0), de-
sarrollé el mayor grado de pudricion (8.00), mientras que
el T1 (Bio-Tol, basado en aceites de arbol de té y clavo) lo-
gré la media mas baja de severidad (4.60). Esta reduccién
descriptiva coincide con el mecanismo de accion lipofilico
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de sus compuestos: el terpinen-4-ol del arbol de té altera
profundamente la permeabilidad y fluidez de la membra-
na plasmatica fungica (Hammer et al., 2004), y el eugenol
del clavo disminuye el potencial mitocondrial e inhibe la
sintesis de ergosterol celular (Sun et al., 2023; Zhao et al.,
2021). No obstante, la imposibilidad de alcanzar superio-
ridad estadistica frente a los demas tratamientos obedece
a la extrema agresividad epidemiolégica de L. theobromae.
Este ascomiceto oportunista secreta potentes celulasas y
pectinasas que desorganizan la lamina media de las cé-
lulas vegetales. Esto provoca una necrosis agresiva que
supera la barrera quimica impuesta por las formulaciones
botanicas cuando se aplican sobre heridas frescas (Félix et
al., 2016; Félix et al., 2019; Sangeetha et al., 2012).

Fig. 4. Pudricién de la corona del banano

De manera similar, en el ensayo in vivo sin inoculacion arti-
ficial no se registraron diferencias significativas (H = 7.07;
p = 0.1116). En este ensayo, el T2 (Canela), presentd la
mayor media de severidad (6.80) y el T4 la menor (2.00).
El bajo desempefio biolégico de los tratamientos T2 y T3,
compuestos por mezclas de bioflavonoides y acidos, con-
trasta con su fundamento cientifico. Segun este funda-
mento, el acido citrico deberia crear un ambiente de bajo
pH desfavorable que prolongue la latencia del patégeno
(Al-Zaemey et al., 1993), y los bioflavonoides deberian in-
ducir respuestas de resistencia y estrés oxidativo (Sun et
al., 2022). La falta de control postcosecha documentada
en este estudio demuestra que los cortes irregulares del
desmane exponen tejidos ricos en agua y nutrientes que
anulan estos efectos acidificantes temporales y facilitan la
colonizacién fungica (Sangeetha et al., 2010). Esto confir-
ma que la eficacia de los biocompuestos depende de una
interaccion tripartita entre el producto, el estado fisioldgico
de la fruta herida y las variables ambientales de la post-
cosecha. Ni siquiera el BC-1000, tan efectivo in vitro (figu-
ra 5), escapa a esta dependencia. Por eso no fue posible
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establecer una superioridad general in vivo bajo las con-
centraciones ensayadas.

RESULTADOS DE EFICACIA EVALUADOS EN TRES CONDICIONES EXPERIMENTALES

Gréfico 2:
Con Inoculacién Artificial

Grafico 3:
In Vitro

Grafico 1:
Sin Inoculacién
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Fig. 5. Eficacia de los tratamientos evaluados para el control de Lasiodiplodia sp.
en banano bajo tres condiciones de estudio

CONCLUSIONES

La evaluacion de los tratamientos alternativos demostré que
su eficacia biologica para el control de Lasiodiplodia sp.
depende de las condiciones experimentales a las que se
enfrenta el patdgeno. Bajo condiciones controladas in vitro,
el tratamiento BC-1000 demostré un efecto inhibitorio ab-
soluto y estadisticamente significativo sobre el crecimiento
micelial del hongo. Sin embargo, este comportamiento so-
bresaliente no se replicd con significancia estadistica en
los ensayos realizados directamente sobre los frutos de ba-
nano, tanto en clusteres sometidos a inoculacion artificial
como en aquellos sin inoculacion. Por consiguiente, bajo
los parametros y condiciones de postcosecha evaluados
en este estudio, no es posible determinar una superioridad
general ni recomendar un Unico tratamiento como alter-
nativa definitiva para el manejo eficaz de la pudriciéon de
corona.

RECOMENDACIONES

Optimizacion del tratamiento BC-1000, dado el promete-
dor nivel de inhibicién demostrado en la fase in vitro, se
recomienda profundizar en la evaluacién de este fungici-
da botanico modificando variables postcosecha como las
concentraciones de ingrediente activo, las técnicas de
aplicacion y los tiempos de evaluacion, previo a establecer
recomendaciones comerciales para el sector bananero.
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