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EFICACIA in vitro DEL SORBATO POTASICO SOBRE EL CRECIMIENTO MICELIAR DE DIEZ
ESPECIES FUNGICAS COMPONENTES DEL COMPLEJO DE LA PUDRICION DE CORONA
(crown rot) DEL PLATANO.

Perera Gonzalez, Santiago D. (1); Hernandez Hernandez, Julio M. (2); Piedra Buena Diaz, Ana (3); Duque Yanes, Manuel (4).

(1) Servicio Técnico de Agricultura y Desarrollo Rural. Cabildo Insular de Tenerife.

(2) Departamento de Proteccion Vegetal del Instituto Canario de Investigaciones Agrarias (ICIA).
(8) Asociacién de Productores de Platanos de Canarias (Asprocan).

(4) Departamento de Calidad de la Cooperativa Platanera de Canarias (Coplaca).

1.- INTRODUCCION

La pudricion de corona (crown rot) del platano causada por un complejo de especies fungicas se considera el
problema mas importante de la postcosecha de esta fruta en todo el mundo (Reyes et al., 1998; Krauss y
Johanson, 2000), llegando a causar, aun con el uso de fungicidas postcosecha, pérdidas de hasta el 20% de
la fruta (Anthony et al., 2004). Por ello, numerosas investigaciones se han orientado a buscar alternativas,
tanto quimicas como no quimicas, para su control. Aunque los fungicidas postcosecha son aldn los métodos
de control mas eficientes, las alternativas no quimicas han cobrado mayor importancia en los Ultimos afios
(Lassois et al., 2010).

Dentro de las alternativas no quimicas de control del crown rot, el uso de organismos antagonistas como
bacterias, hongos o levaduras es una de las opciones que ha despertado mayor interés en los ultimos afos
(Postmaster et al., 1997; De Costa, 1998, 2005; East and Kenyon, 1998; Krauss et al., 1998; Gunasinghe et
al., 2004; Lassois et al., 2008; Williamson et al, 2008; Alvindia y Natsuaki, 2009), aunque debido a su
eficacia limitada y variable, lo complicado de su registro y su coste, no se ha implantado en forma comercial
(Lassois et al., 2008; Namesny, 2009).

También se han ensayado tratamientos fisicos, como el uso de agua caliente o de radiaciones. Aunque el
uso de agua caliente puede destruir patégenos (Burden, 1968; Lépez-Cabrera y Marrero-Dominguez, 1998) y
activar compuestos antimicrobianos de la piel del platano (De Costa y Erabadupitiya, 2005), si se superan los
50°C durante 3 minutos la piel se vuelve pélida, y si esta temperatura se mantiene pero el tratamiento se
prolonga durante mas de 5 minutos, se reducen los grados Brix (De Costa y Erabadupitiya, 2005) y se dafna
la piel (Win et al., 2007). En cuanto a las radiaciones, aunque para otras frutas tanto la luz ultravioleta como
los rayos gamma han mostrado un cierto potencial frente a algunos patégenos, no se plantean como
alternativas en el caso del platano debido a que su piel es demasiado sensible a este tipo de radiaciones
(Marriot y Palmer, 1980; Joas, 1997).

En el grupo de productos ensayados como alternativa a los fungicidas quimicos tradicionales se encuentran
diversos compuestos, conocidos genéricamente como sustancias GRAS (generally regarded as safe,
consideradas generalmente seguras). Este tipo de compuestos, de nula o muy baja toxicidad, incluye
extractos de plantas, sustancias volatiles (jasmonatos, acetaldehido, etanol, hexanal, etc.), acidos orgéanicos,
péptidos, proteinas, quitosano y derivados, preparaciones de calcio, peréxido de hidrégeno, bicarbonato de
sodio y sorbato potésico. También se han probado sustancias inductoras de resistencia, como el silicato
potasico, el silicato sddico, el acido acetilsalicilico y el acido aminobutirico, y recubrimientos con accion
antifingica, en algunos casos comestibles (Namesny, 2009).

Con el uso de extractos vegetales de diversas especies se puede alcanzar un buen control de patégenos
postcosecha. Demerutis et al. (2008) lograron un nivel de control de crown rot en el platano similar al
obtenido con imazalil, tiabendazol y sulfato de amonio al aplicar extracto de semillas de citricos junto con una
cera como coadyuvante. Por su parte, el extracto de tomillo rojo, el extracto de semillas de citricos y el
aceite de canela también han ejercido control frente a esta enfermedad (Perera, 2004; Win et al., 2007;
Dorta, 2010; Cartaya et al., 2011). El bicarbonato de sodio ha mostrado ser tan eficaz como el uso de
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tiabendazol o el uso de agua caliente para controlar la podredumbre en postcosecha causada por los hongos
Penicillium digitatumy P. italicum (Fatemi et al., 2011).

El sorbato de potasio, la forma mas soluble de sorbato, es conocido por su potente efecto antifingico. Es
soluble en agua y no corrosivo, y se utiliza como aditivo alimentario desde hace varios afos (Chichester y
Tanner, 1968, Smoot y McCornack, 1978), por lo cual su aplicacién no presenta problemas legales ni de
toxicidad. Es una de las sustancias consideradas como GRAS, y esta incluido en la lista europea de aditivos
distintos de colorantes y edulcorantes autorizados para su uso en alimentos con el cédigo E202 (Directiva
95/2/EC del Parlamento y Consejo Europeo, modificada por las Directivas 96/85/EC, 98/72/EC y 2001/5/EC).

La mayoria de los trabajos que han estudiado el efecto antifungico del sorbato de potasio se han centrado en
su efectividad frente a diferentes especies de Penicillium, especialmente en citricos. Su actividad contra P.
digitatum y P. italicum en citricos se ha observado en estudios tanto in vitro como in vivo (Smoot y
McCornack, 1978; Hall, 1988; Matamoros-Leén et al., 1999; Palou et al., 2002b, 2008; Smilanick et al., 2008;
Montesinos-Herrero et al.,, 2009; Abdel-Kader et al., 2011), y algunos autores coinciden en indicar que su
efecto es mas fungistatico que fungicida (Palou et al., 2002b). También ha sido efectivo para P. expansum en
manzanas ( Ryu y Holt, 1993), para P. expansum, P. corylophilum, Eurotium spp. y Aspergillus spp. En
productos panificados (Lennox y McElroy, 1984; Marin et al., 2002; Guynot et al., 2005), para Geotrichum
candidum var. citri-aurantii en pomelo (Abdel-Kader et al., 2011) y para hongos de suelo como Fusarium
oxysporum f.sp. melonis, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani'y Sclerotinia sclerotiorum (Arslan et
al, 2007).. Sin embargo, el sorbato potasico no ha sido efectivo para controlar el crecimiento de los mohos del
queso Penicillium roqueforti, P. notatum, P. frequentans y P. cyaneo-fulvum en PDA (Marth et al., 1966).

El sorbato de potasio se puede aplicar solo, aunque es compatible con los fungicidas habituales de
postcosecha (imazalil, tiabendazol, pirimetanil y fludioxonil), y algunos autores sefialan que incluso mejora la
efectividad de los mismos, especialmente cuando existen cepas resistentes de hongos (Smilanick et al.,
2008; Montesinos-Herrero et al., 2009). Otros investigadores, sin embargo, no encuentran un efecto sinérgico
de la aplicacion conjunta del sorbato de potasio con el tiabendazol (Wild, 1987). Por otra parte, el sorbato de
potasio no es compatible con el uso de cloro, muy empleado en postcosecha.

Un aspecto a tener en cuenta es que la accién antimicrobiana del sorbato es dependiente del pH. En general,
su actividad es mayor a valores bajos de pH (4-6), aunque los sorbatos pueden

ser efectivos hasta pH 7 (Bandelin, 1958; Eklund, 1983; Stopforth et al., 2005). En este sentido, en el caso de
los citricos, los tratamientos con sorbato potasico han mostrado ser muy efectivos para frutas con heridas,
puesto que el pH de su corteza ronda valores de 4—6 (Smilanick et al.,, 1999, 2005; Prusky et al., 2004).
Teniendo en cuenta que el complejo de hongos causantes de la pudricion de corona penetra a través de la
herida producida en el momento del desmanillado y que el platano posee valores de pH de 4,6-5,0 (Ferrer et
al., 2009), a los cuales el sorbato potasico es mas efectivo, el tratamiento con este producto parece una
buena opcidn para esta enfermedad de postcosecha.

Otro aspecto que afecta la efectividad del sorbato potasico es la temperatura del agua de tratamiento. Los
ensayos realizados por diversos investigadores coinciden en que su efectividad es mayor en tratamientos a
45-62 °C, en comparacién con temperaturas de 20-25°C (Wild, 1987; Palou et al., 2001, 2002a,b; Smilanick
et al., 2008; Montesinos-Herrero et al., 2009), aunque a estas altas temperaturas, el uso conjunto de sorbato
y fungicidas da lugar a mayores niveles de residuos de fungicidas sobre la fruta que en los tratamientos
efectuados a temperatura ambiente (Smilanick et al., 2008) y, si se prolongan (2,5 min) pueden ser fitotoxicos
y dafar la fruta (Palou et al, 2001; Smilanick et al., 2003). Por otra parte, otros factores tales como la
especie, el cultivar y el estado fisioldgico y fisico de la fruta, asi como la especie del hongo, han demostrado
tener mas importancia que la temperatura en la efectividad del control de P. digitatumy P. italicum en citricos
(Schroeder y Bullerman, 1985; Montesinos-Herrero et al., 2009). De hecho, el incremento de temperatura no
muestra un efecto significativo cuando el tratamiento con sorbato presenta muy alta o muy baja efectividad
(Montesinos-Herrero et al., 2009).
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2.- OBJETIVO

Estudiar in vitro la eficacia del sorbato potasico sobre el crecimiento lineal radial de diez especies flngicas
componentes del complejo de la pudricién de corona (crown rot) del platano.

3.- MATERIAL Y METODOS

Se trabajé con una coleccién de 10 aislados fungicos del Dpto. de Proteccion Vegetal del ICIA, conservada
en glicerol a -80°C, que habia sido obtenida de muestras de corona de platanos de la zona norte de la isla
de Tenerife y de aguas de lavado de dicha fruta a partir de aislamientos realizados durante el verano del ano
2009. Los aislados correspondian a las siguientes especies: Alternaria alternata, Cladosporium sp.,
Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, Geotrichum sp., Penicillium
sp., Phoma sp. y Verticillium theobromae.

El medio de cultivo utilizado fue patata-dextrosa-agar (PDA) con sorbato potasico al 0,2%. La solucién de
sorbato potasico se preparé en etanol al 10% y se anadio al medio PDA antes de que solidificara. Los hongos
de la coleccién de aislados se sembraron previamente en PDA y a los 7 dias se tomaron explantes de 5 mm
de diametro de cada una de las especies flngicas con un sacabocado. Los explantes se colocaron
invertidos, con el micelio sobre la superficie del medio, en el centro de las placas de PDA con sorbato
potasico al 0,2%. Se efectuaron tres repeticiones (placas de Petri) del tratamiento y tres repeticiones control
por cada uno de los aislados flngicos. Las placas se incubaron en camara de crecimiento a 25°C en
oscuridad.

Aproximadamente a los 7 dias, momento en el que las placas control de algunas de las especies flingicas
presentaban un crecimiento maximo, se midieron los didmetros de las colonias (ver anejo fotografico). Los
resultados de los tratamientos con sorbato se expresaron como porcentaje de reduccién del crecimiento
radial frente al control de cada una de las especies fungicas.

En los casos en los que se presentaron inhibiciones absolutas del crecimiento lineal radial, para comprobar si
el efecto era fungicida o fungistatico los explantes de cada aislado se pasaron a PDA y a los 7 dias se
observo si se habia producido crecimiento lineal radial de las colonias.

Los datos obtenidos se trataron con hoja de calculo y graficos de Microsoft Excel 2003 para Windows y
andlisis estadistico con Statistix 9.0. Los datos del porcentaje de reduccion en el nimero de unidades
formadores de colonias (ufc) con respeto al tratamiento control se estudiaron mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA). Como los datos son valores porcentuales, que tienen una distribuciéon binomial
caracterizada por presentar varianzas pequefas en los extremos y mayores en el centro, se realizé la
transformacion arcsenvx para aproximarla a una distribucién normal,. La separacién de medias se realiz6
segun la prueba de rango multiple de Tukey (p<0,05).

4.- RESULTADOS Y DISCUSION

En el siguiente grafico se exponen los porcentajes reales de reduccion de crecimiento radial lineal frente al
control.
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Grafico 1.- Porcentaje real de reduccion del crecimiento radial lineal frente al control para cada una de las diez aislados
evaluados.

Segun se observa en el grafico 1, se alcanzé un 100% de reduccion en los aislados fungicos de
Cladosporium sp., F. proliferatum, F. solani, Geotrichum sp., Phoma sp. y V. theobromae. También hubo un
efecto importante frente a F. oxysporum, donde la reduccion fue del 84,47%, mientras que para
Colletotrichum sp., Penicillium sp, y Alternaria alternaria,se observo una reduccion del 59,78%, 40,41% vy
34,12%, respectivamente.

Estos resultados coinciden con estudios en los que se comprob6 el efecto del sorbato potasico sobre P.
digitatum y P. italicum en postcosecha de citricos, en condiciones tanto in vitro como in vivo (Smoot y
McCornack, 1978; Hall, 1988; Matamoros-Ledn et al., 1999; Palou et al., 2002b, 2008; Smilanick et al., 2008).

En la tabla 1 se muestra el andlisis estadistico del porcentaje de reduccion del crecimiento radial lineal frente
al control de los diez aislados estudiados.

Tabla 1.- Analisis estadistico del porcentaje de reduccion del crecimiento radial lineal frente al control de los aislados
estudiados.

Aislados fungicos Porcentaje de reduccion de crecimiento radial lineal frente al
control

Cladosporium sp. 90,05a

F. proliferatum 90,05a

F. solani 90,05a

Geotrichum sp. 90,05a

Phoma sp. 90,05a

V. theobromae 90,05a

F. oxysporum 71,06+10,09a

Colletotrichum sp. 50,71+ 2,45b

Penicillium sp. 39,47+ 1,47b

Alternaria alternata 35,09+ 6,82b

p 0,0000***

Los datos han sido sometidos para su anélisis estadistico a una transformacién de arcsen V(x).

Valores medios seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segun la prueba de rango mdltiple de Tukey (p<0,05).

*, **, ***y ns, indican diferencias al 95% (p<0,05, significativamente diferentes), al 99% (p <0,01, altamente significativas), al 99,9% (p <
0 001 extremadamente significativas), y diferencias no significativas (p = 0,05), respectivamente.
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Se observa que existen diferencias extremadamente significativas entre dos grupos de aislados fangicos, uno
formado por Cladosporium sp., F. proliferatum, F. solani, Geotrichum sp., Phoma sp., V. theobromae y F.
oxysporum, y otro formado por Colletotrichum sp., Penicillium sp. y Alternaria alternata.

En todos los casos en los que la reduccién de crecimiento miceliar fue del 100% se comprobé que el efecto
fue fungistatico. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Palou et al. (2002b), que encontraron
que efecto del sorbato potasico sobre Penicillium sp. fue mas fungistatico que fungicida.

5.- CONCLUSION

Estos resultados sugieren que el sorbato potasico al 0,2% podria ser una opcion valida para el
tratamiento postcosecha del platano, aunque posiblemente seria necesario complementario con otros
tratamientos o ajustar la dosis para poder controlar las especies de hongos frente a los cuales el
sorbato es menos efectivo.

Por otra parte, debido a que en ocasiones los resultados de los ensayos in vitro no coinciden con los
obtenidos in vivo seria conveniente validar estos resultados realizando ensayos in vivo, asi como
observar la persistencia del efecto del sorbato sobre los hongos de la pudriciéon de corona del platano
en las condiciones de conservacion habituales en postcosecha.
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8.- ANEJO FOTOGRAFICO

- i
Aspecto de la colonia de Alternaria Aspecto de la colonia de Verticillium Aspecto de la colonia de Colletotrichum
alternata a los 7 dias de la siembra en theobromae a los 7 dias de la siembra en sp. a los 7 dias de la siembra en PDA.

PDA. PDA.

Aspecto de la colonia de Cladosporium Aspecto de la colonia de Fusarium Aspecto de la colonia de Fusarium
sp. a los 7 dias de la siembra en PDA. proliferatum a los 7 dias de la siembra en oxysporum a los 7 dias de la siembra en
PDA. PDA.

Aspecto de la colonia de Geotrichum sp. Aspecto de la colonia de Fusarium solanialos  Aspecto de la colonia de Phoma sp. a los
a los 7 dias de la siembra en PDA. 7 dias de la siembra en PDA. 7 dias de la siembra en PDA.

Aspecto de la colonia de Penicillium sp. a
los 7 dias de la siembra en PDA.



