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Resumen

La fresa (Fragaria x ananassa) es un alimento exquisito, que proporciona beneficios a la salud,
por lo que es la frutilla de mayor produccion y exportacion en México. Sin embargo, es altamente
perecedera, susceptible de sufrir dafios en poscosecha, por Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer,
entre otros. El uso de plaguicidas en precosecha es la estrategia de control de estos patdgenos; no
obstante, estd documentado que los plaguicidas dafian la salud humana y al ecosistema, lo que
muestra la necesidad de estudiar alternativas amigables. El quitosano grado reactivo (QGR) es un
polimero inocuo con actividad antifingica ampliamente reportada, mientras que el octanoato de
sodio (8:0) (OS) también tiene esta propiedad; sin embargo, hasta el momento se desconoce si el
quitosano grado comercial (QGC) disponible en México, tiene el mismo efecto. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar la efectividad de QGR y el composito QGR-OS en la
proteccion de fresa en poscosecha y compararla con la de QGC y el composito QGC-0S. Los
compuestos se asperjaron sobre los frutos y se incubaron simulando las condiciones de exportacion.
Los resultados mostraron reduccién significativa de la severidad y la incidencia de las
enfermedades fungicas de fresa en poscosecha luego de la aplicacion de QGR, QGC y QGR-OS,
QGC-QOS, no asi del OS aplicado solo. EI QGC y el compdsito QGC-OS son excelentes candidatos
para ser utilizados en un estudio comercial de mayor alcance.
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La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) es una frutilla con exquisito sabor y aroma gque proporciona
beneficios a la salud como proteccion al corazén y equilibrio de la presion sanguinea, ademas de
que posee actividad antioxidante y anticancerigena, entre otras (Lombardi et al., 2020). Estos
efectos se relacionan con el contenido de compuestos fendlicos que tiene como antocianinas que
retardan el envejecimiento celular. Asimismo, contiene minerales como hierro, fosforo, cobre,
magnesio y vitaminas A, E, Ky C, principalmente (Forbes-Hernandez et al., 2017).

Desafortunadamente, esta frutilla es altamente perecedera, particularmente durante la etapa en
poscosecha, ya que es susceptible a pudricion e infeccion por hongos patégenos. EI moho gris y
la pudricion blanda son enfermedades ocasionadas por Botrytis cinerea (Pers.) y Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.), respectivamente, las cuales se consideran la principal causa de pudricion de
fresa en poscosecha (Feliziani y Romanazzi, 2016). No obstante, se han reportado otros
patdgenos importantes en esta etapa como Mucor spp., Colletotrichum spp., Penicillium spp.,
Phytophthora spp. y Fusarium spp. (Lopes et al., 2014; Feliziani y Romanazzi, 2016; Arceo-
Martinez et al., 2019).

La estrategia de control de la pudricion se basa en la aplicacion en campo de fungicidas quimicos
sintéticos durante el crecimiento del cultivo, por ejemplo, Captafol® y Dicloran®. Sin embargo,
numerosos estudios demuestran que la exposiciéon continua a los plaguicidas en general esta
asociada a efectos adversos en la salud humana y contaminacion del ecosistema (Curl et al., 2020;
Hassaan y ElI Nemr, 2020). Lo anterior, muestra la necesidad de estudiar alternativas amigables
para el control de los hongos patégenos.

Entre las alternativas amigables destaca el quitosano grado reactivo (QGR), biopolimero inocuo,
con actividad antifungica sobre los principales patdégenos de fresa en poscosecha (Lopes et al.,
2014; Feliziani y Romanazzi, 2016; Lizardi-Mendoza et al., 2016; Romanazzi et al., 2017; Arceo-
Martinez et al., 2019; Mejdoub-Trabelsi et al., 2019). Sobresale también el octanoato de sodio
(8:0) (0S), sal de &cido graso inocua, con actividad antifungica sobre patdgenos de fresa (Liu et
al., 2008; Pohl et al., 2011; Sandoval et al., 2018; Yoon et al., 2018). Adicionalmente, resalta el
compdsito quitosano-octanoato de sodio (QGR-OS), el cual mostré mayor proteccion de frutos
inoculados con B. cinerea (Sandoval et al., 2018).

Los resultados anteriores muestran el potencial de estas moléculas y sus compdsitos para utilizarse
en el control de enfermedades fungicas de la fresa en almacenamiento. Sin embargo, hasta el
momento no se ha reportado el efecto de quitosano grado comercial (QGC) disponible en México,
el cual, es el candidato més adecuado para realizar un estudio a nivel comercial, puesto que es 25
veces mas economico que el QGR. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue valorar la
efectividad de QGC y del compdsito QGC-OS en el control de la pudricion de fresa en poscosecha
y comparar dicha efectividad con la del QGR y el compdsito QGR-OS.

En el presente estudio se utilizaron frutos de fresa var Frontera, obtenidos de la empresa Zarzara
Biofarm SA de CV, ubicada en Tangancicuaro, Michoacan. Los frutos se seleccionaron con base
en la ausencia de dafios e infeccion evidente por microorganismos y nivel de maduracion (2/3
partes del fruto eran rojas). Los frutos se utilizaron en el experimento el mismo dia de la cosecha
(Romanazzi et al., 2013). QGR de mediano peso molecular (190 a 300 kDa), se obtuvo de Sigma-
Aldrich®, México, mientras que QGC de bajo peso molecular (50 a 190 kDa), se obtuvo de Future
Foods® SA de CV, México.
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Se prepard una solucion de cada polimero a una concentracion de 20 mg ml™, en agua destilada
y acido acético al 1% (J. T. Baker®, México). Dichas soluciones se mantuvieron en agitacion
constante por 24 h. Posteriormente, el pH de la solucion se ajustdé a 5.6 con NaOH 1 N (J. T.
Baker®, México) y se procedio a esterilizar la solucion a 120 °C, por 15 min (Modificado de
Liu et al., 2007). Por su parte, el OS se obtuvo de Sigma-Aldrich®, México. El 4cido graso se
prepard a una concentracion de 50 mg ml en agua destilada, el cual se esterilizé por filtracion
utilizando membranas de 0.22 um de diametro de poro (Merck Millipore®, USA) (modificado
de Liu et al., 2008).

Los compdsitos se prepararon de la siguiente manera: una vez esterilizados los dos polimeros y el
acido graso, éste se mezclé con QGR y QGC. Los compdsitos se mantuvieron en agitacion
constante a temperatura ambiente (25 +2 °C). Previo a su uso en los bioensayos, los compdsitos se
agitaron vigorosamente por 5 min en Vortex (Sandoval et al., 2018).

Todos los tratamientos se aplicaron por aspersion en las siguientes concentraciones: QGR y QGC
(15 mg mIY), OS (0.49 mg ml*?), QGR-0S y QGC-0S (15-0.49 mg mlIY) (Sandoval et al., 2018).
Se establecid un testigo absoluto: agua destilada estéril y un testigo negativo: acido acético al 1%,
pH 5.6. Después de aplicar los tratamientos, las fresas se dejaron secar en campana de flujo laminar
(CHChbiolus®, México) por 1.5 h. Luego, se colocaron en cajas de plastico estériles (30 x 32 cm) y
se almacenaron por 7 dias a 2 £2 °C, 95-98 HR. Transcurrido este periodo, las fresas se colocaron
a temperatura ambiente (25 +2 °C, 95-98 HR) durante 3 dias para representar las condiciones de
almacenamiento de la fresa para exportacion.

Después de este tiempo, se determing la severidad y el indice de las enfermedades. Se utilizaron 5
réplicas de 30 fresas para cada tratamiento (150 frutos por tratamiento). Las infecciones que
aparecieron posteriormente correspondieron al indculo natural de los frutos (Romanazzi et al.,
2013). La severidad del dafio de las enfermedades se obtuvo de acuerdo con la escala empirica de
Romanazzi et al. (2013), misma que maneja seis niveles: 0, fruto sano; 1, 1-20% de fruto infectado;
2, 21-40% de fruto infectado; 3, 41-60% de fruto infectado; 4, 61-80% de fruto infectado; 5, mas
de 81% del fruto infectado.

Esta escala permiti6 calcular el indice de McKinney el cual, es un indice de infeccion que muestra
valores variables de 0 (ninguna enfermedad) a 100% (nivel méaximo de la enfermedad) (McKinney,
1923). Los hongos aislados se identificaron culturalmente y por morfologia microscopica de
acuerdo con Barnett y Hunter (1998); Maas (1998). Los tratamientos se aplicaron bajo un disefio
experimental completamente al azar. Los datos obtenidos (n= 150 por tratamiento) se
transformaron con la funcién  x + 0.5, se sometieron a un anélisis de varianza (Anova p<0.05) y
se realiz6 una comparacion de medias con la prueba de Tukey (p< 0.05). Se utiliz6 el programa
estadistico SPSS-IBM Statistics version 25.

Control de la pudricién de fresa en poscosecha por quitosanos, OS y sus comp@sitos
En el presente trabajo, los frutos de fresa tratados con QGR (15 mg mlI'Y), QGC (15 mg mlI'Y) y los
compositos QGR-0S (15-0.49 mg ml?) y QGC-0OS (15-0.49 mg ml™t) mostraron reduccion

significativa (p<0.05) de las infecciones ocasionadas por hongos patdgenos, lo que se reflejo en la
severidad de las enfermedades fungicas y en el indice de McKinney, en comparacién con el testigo
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negativo. Los tratamientos con QGR y QGC mostraron indices de McKinney de 7 y 38.8%,
respectivamente; mientras que el testigo negativo mostré un indice de 52%. Por otro lado, la
aplicacion de OS (0.49 mg ml) no mostr6 efectividad (indice de 55.3%), ya que se observo mayor
infeccion que el testigo negativo (p< 0.05). Asimismo, los compositos QGR-0OS y QGC-0S
revelaron indices de 6 y 19.8%, respectivamente, mostrando diferencias con el testigo negativo (p<
0.05) (Cuadro 1, Figura 1).

Cuadro 1. Reduccién de la severidad de las enfermedades fungicas en frutos de fresa tratados
con los compuestos después de 10 dias en almacenamiento.

Tratamientos (mg mlI™)  Grado de severidad (escala de dafio 0-5)  Indice de McKinney (%)

QGR (15) 1 7b
QGC (15) 2 38.8d
OS (0.49) 3.7 55.3f
QGR-0S (15/0.49) 1 6a
QGC-0S (15/0.49) 1 19.8¢
Testigo absoluto” 3.6 52e
Testigo negativo 3.6 52e

Valores con letra diferente en cada columna son diferentes de acuerdo con Tukey (p<0.05). "= frutos de fresa con
agua destilada estéril. Frutos de fresa tratados con &cido acético al 1%, pH= 5.6.
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Figura 1. Efecto de la aplicacion de quitosanos y OS en la reducciéon de la severidad de las
enfermedades flngicas en frutos de fresa. A) QGR (15 mg ml%); B) QGC (15 mg ml?); C)
0S (0.49 mg mIY); D) QGR-0S (15-0.49 mg mlY); E) QGC-0S (15-0.49 mg ml?); F) control
absoluto; y G) control negativo.

Numerosos estudios han demostrado la capacidad del quitosano para inhibir el crecimiento micelial
de hongos patdgenos, lo que se explica por la naturaleza cationica del polimero que afecta la sintesis
de la pared celular de los patdgenos, asi como la estructura de la membrana. Dicho mecanismo lo
ejerce mediante el establecimiento de atracciones electrostaticas con moléculas que tienen grupos
anionicos. Lo anterior provoca un desbalance en la sintesis de la pared celular y la formacion de
poros en la membrana, con la consecuente salida del contenido citoplasmatico y la muerte posterior
de la célula (Verlee et al., 2017; De Oliveira et al., 2020).
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Las combinaciones de QGR-0S y QGC-0S fueron los mejores tratamientos, en comparacion con
los compuestos aplicados solos, ya que el primero mostré una proteccion de los frutos de 94%,
mientras que en el segundo se registrd una proteccién 80.2% (Cuadro 1, Figura 1).

Estudios previos muestran las propiedades del quitosano de formar una pelicula protectora y ser
una excelente matriz para diversos compuestos como aditivos alimentarios y metabolitos
secundarios, con el objetivo de incrementar el efecto bioldgico del polimero, aumentar el valor
nutricional de los frutos y su calidad microbioldgica (Hernandez-Mufioz et al., 2008; Rodriguez-
Romero et al., 2019). La sinergia es un efecto que resulta de la combinacion de dos compuestos,
que puede diferir de los efectos de cada una de las partes (Ryabushkina, 2005) asi, de acuerdo a los
resultados obtenidos (Cuadro 1), se observa que, el OS per se no tiene efecto frente a los patdgenos
evaluados; sin embargo, el efecto sinérgico que aporté como parte de los compositos probados es
estadisticamente significativo, lo que coincide con el reporte de Sandoval et al. (2018), quienes
observaron un mayor efecto protector del OS al formar el compdsito QGR-OS.

Asimismo, se destaca un mayor efecto antifungico del QGR (mediano peso molecular) en
comparacion con el QGC (bajo peso molecular), tanto utilizado solo, como en combinacién con el
OS. Se ha reportado que el efecto antimicrobiano del quitosano es dependiente de diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, entre ellas el peso molecular (Rodriguez-Pedroso et al., 2009). Los
resultados anteriores concuerdan con los de Rodriguez et al. (2016), quienes demostraron que el
quitosano de mediano peso molecular tiene mayor efecto sobre el crecimiento radial del hongo
Bipolaris oryzae, agente causal del grano manchado en arroz (Oryza sativa).

Adicionalmente, es importante destacar que, aunque el QGR y la combinacién de QGR-OS
resultaron ser los mejores tratamientos, el QGC y el compdsito QGC-OS también mostraron
resultados favorables, lo que sugiere que ambos podrian ser los candidatos ideales para realizar un
estudio a nivel comercial, ya que, ademas del efecto en la reduccién de la severidad observado, el
QGC disponible en México es 25 veces mas econdmico que el QGR. Finalmente, es importante
mencionar que los hongos aislados a partir de los frutos infectados correspondieron a B. cinerea y
R. stolonifer lo cual coincide con los reportado por Feliziani y Romanazzi (2016).

Conclusiones

El presente estudio muestra que el QGC redujo la severidad de las infecciones en frutos de fresa
en almacenamiento, ocasionadas por hongos patdgenos (B. cinereay R. stolonifer). También revela
que la combinacién de QGC-OS fue aln més efectiva en la proteccion de los frutos, que el QGC
aplicado solo. Los resultados anteriores sugieren que tanto el QGC-OS como el QGC, podrian ser
utilizados en un estudio comercial para determinar la capacidad del quitosano de mantener el
control de las enfermedades fungicas de fresa en poscosecha y con ello mejorar la calidad
microbiologica de frutos para exportacion.
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