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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del quitosano en el control de L. theobromae y R.
stolonifer, hongos asociados a enfermedades poscosecha en papaya. Se realizaron ensayos in
vitro e in vivo con diferentes concentraciones de quitosano y un fungicida de referencia. Las
variables evaluadas incluyeron el porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial, el area de la
lesion y la severidad de la enfermedad. Las concentraciones de quitosano entre 0.75% y 1%
mostraron alta eficacia contra ambos patdgenos, con niveles de inhibicién comparables al fungicida
sintético, sin diferencias estadisticas significativas en la mayoria de los tratamientos.
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Introduccion

El cultivo de papaya (Carica papaya L.) representa una fruta de gran valor tanto para el consumo
local como para el comercio internacional en Costa Rica. No obstante, durante la etapa de
poscosecha, enfrenta importantes desafios sanitarios, principalmente por enfermedades causadas
por los hongos Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. y Rhizopus stolonifer (Ehrenb.)
Vuill., que pueden ocasionar pérdidas superiores al 50% de la produccion.

Tradicionalmente, el manejo de estos patégenos ha dependido del uso de fungicidas sintéticos;
sin embargo, en los dltimos afios han cobrado relevancia las alternativas mas sostenibles, como
los recubrimientos a base de quitosano, capaces de formar una pelicula semipermeable que limita
la accidn de los patégenos sobre la superficie del fruto (Romanazzi et al., 2017; Ayon et al., 2022;
Uclaray et al., 2022; Heng-Tan et al., 2023; Singh et al., 2024).

El quitosano es un biopolimero derivado de la quitina con propiedades antifingicas,
antibacterianas, filmégenas y biodegradables, cuyo efecto varia segin su peso molecular y grado
de desacetilacion (Islam et al., 2017; Kumar et al., 2020; Singh et al., 2024). Diversos estudios han
demostrado su eficacia en la conservacion de productos hortofruticolas, incluyendo papaya, fresas
y tomates, mediante la reduccion de la carga fungica y la mejora de la vida util (Badawy y Rabea,
2021; Hernandez-Montiel et al., 2023).

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antifingica del quitosano frente a L.
theobromae y R. stolonifer, mediante ensayos in vitro e in vivo, como una estrategia alternativa en
el manejo poscosecha de frutos de papaya.

Materiales y métodos

Material vegetal, localizacion y aislamiento de patdgenos

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional (UNA), en Heredia, Costa Rica, utilizando frutos de papaya del hibrido
‘Pococi’. Los frutos se recolectaron en la planta empacadora de la Asociacion de Productores de
Papaya de Exportacion (ASOPROPA), ubicada en Jiménez de Guacimo, Limdén, Costa Rica (10°
24’ 64.86" latitud norte, 83° 73’ 64.77” longitud oeste; altitud: de 222 m) y fueron trasladados en
condiciones controladas hasta el laboratorio para su procesamiento.

Para el aislamiento de los hongos L. theobromae y R. stolonifer, se empledé medio papa dextrosa
agar (PDA), siguiendo el protocolo descrito por Samithri et al. (2020). Las placas se incubaron a
26 +2 °C en oscuridad durante siete dias, y se realizaron pruebas de patogenicidad para confirmar
la virulencia de los aislados antes de iniciar los ensayos experimentales.

Evaluacion del efecto antifungico a nivel in vitro

Las soluciones de quitosano y el medio PDA se prepararon segun Edirisinghe et al. (2014) (Cuadro
1). La unidad experimental fue una caja de Petri (90 x 20 mm), en la cual se depositaron 15 ml de
cada tratamiento, distribuidos de forma uniforme sobre la superficie del medio aun liquido.
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos establecidos a nivel in vitro.

Tratamientos Cédigo NUm. de repeticiones
1. Quitosano (1%) Tivl 5
2. Quitosano (0.75%) Tiv2 5
3. Quitosano (0.5%) Tiv3 5
4. Quitosano (0.25%) Tiv4 5
5. Procloraz (550 pl L™?) Tivs 5
6. Procloraz (1 000 pl L™) Tive 5
7. Acido acético (0.5%) Tiv7 5
8.PDA(39gL™) Tive 5

Una vez solidificados los medios, se coloco un disco de 0.5 cm de didmetro con micelio activo de
cada hongo en el centro de la caja. Las placas se sellaron con Parafilm y se incubaron a 26 +2 °C
hasta que el control negativo (solo PDA) alcanzo el borde de la caja. Las mediciones del crecimiento
micelial se realizaron cada 24 h en dos direcciones ortogonales, promediando el diametro de la
colonia (Hernandez et al., 2007).

Tratamientos evaluados in vitro

A partir de las mediciones del crecimiento micelial en cada tratamiento descrito en el (Cuadro 1),
se calculd el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PIC) utilizando la férmula:

_D1-D2
PIC=={1=x100

Donde: D1= diametro de la colonia control; D2= diametro de la colonia en el tratamiento.

Evaluacion del efecto antiftingico a nivel in vivo

Se evaluaron cuatro tratamientos con cuatro repeticiones cada uno (Cuadro 2). A cada fruto se le
realizaron cuatro heridas en cuatro puntos con sacabocados estéril y sumergido cinco minutos en
las soluciones, reposando a 26 °C por una hora para eliminar el exceso de humedad (Hernandez
et al. 2020; Ayon et al., 2022).

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos establecidos a nivel in vivo.
Tratamientos Cédigo Ndmero de repeticiones
1. Quitosano (1%) Tevl 4
2. Quitosano (0.75%) Tev2 4
3. Procloraz (1000 pi L™ Tev3 4
4. Agua destilada estéril Tev4 4

En forma inmediata por cada fruto fue inoculado con cuatro discos de agar (5 mm de diametro)
gue contenian micelio activo de L. theobromae o R. stolonifer, con seis dias de desarrollo en PDA.
Para garantizar la homogeneidad del inéculo, se estimé una concentracién aproximada de 1 x
10# conidios mI* mediante conteo en cdmara de Neubauer en muestras previas de cultivo. Los
frutos fueron colocados en recipientes plasticos estériles con capacidad de 3 L, tapa hermética y
mantenidos a 24 +2 °C en condiciones de oscuridad. La severidad de la enfermedad se evalu6
cada 24 h posinoculacion, mediante la medicién del diametro de las lesiones en dos direcciones
perpendiculares, utilizando una regla (Karpova et al., 2021).
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Analisis estadistico

Se utilizo el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020) para el andlisis de los datos
de incidencia y del porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial (PIC) de los patégenos. Se
calcularon medidas de tendencia central y dispersion (media, desviacién y error estandar de la
media). Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza (Anova) para medidas repetidas en
el tiempo, seguido de una separacién de medias mediante la prueba de Di Rienzo, Guzman y
Casanoves (DGC) (p< 0.05), bajo un disefio completamente al azar (DCA).

Resultados y discusion

Evaluaciones in vitro, efecto del quitosano sobre R. stolonifer, inhibicion del
crecimiento micelial y porcentaje de inhibicion del crecimiento

Las concentraciones de quitosano evaluadas (0.25%-1%) inhibieron significativamente el
crecimiento micelial de R. stolonifer, con valores de PIC superiores al 85%, comparables a los
obtenidos con el fungicida sintético procloraz (Figura 1 y 2). En contraste, los tratamientos con
acido acético y el medio PDA permitieron el desarrollo completo de la colonia en cuatro dias
(Figura 3). Las diferencias entre tratamientos fueron estadisticamente significativas (p< 0.05),
segln la prueba de comparacion de medias de Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC).

Figura 1.Crecimiento micelial (cm) in vitro de R. stolonifer bajo el efecto de tratamientos.
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Figura 2. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial (PIC) de R. stolonifer.

Figura 3. Efecto de control in vitro de quitosano sobre R. stolonifer.

Estos datos concuerdan con los reportes de El-Araby et al. (2024), documentaron que el quitosano
(peso molecular 150-190 kDa, 85% de desacetilacién) aplicado a concentraciones entre 2 y 3%
logré inhibir el crecimiento de R. stolonifer en un rango de 70 a 81.4%. Asimismo, Coronado et
al. (2023) encontraron que concentraciones de 1.5y 2.5% de quitosano redujeron el crecimiento
micelial de R. stolonifer entre 44 y 48%.

El efecto antifingico del quitosano puede atribuirse a su capacidad de alterar la permeabilidad de la
membrana plasmatica, provocar la pérdida de potasio celular y disminuir la actividad de enzimas
clave en el metabolismo fungico, como la quitinasa o la B-glucanasa (Kong et al. 2010; Rabea et al.,
2020; Xing et al., 2021; Poznanski et al., 2023). Este modo de accidon se ve intensificado a
medida que aumenta el grado de desacetilacion y disminuye el peso molecular, lo que favorece la
interaccioén electrostatica con la membrana celular del patégeno.
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Ademas, la formacién de una barrera semipermeable sobre el medio de cultivo limita la difusién
de oxigeno, lo que contribuye a la inhibicién del crecimiento micelial (Edirisinghe et al., 2014;
Hernandez-Montiel et al., 2023).

Efecto del quitosano sobre L. theobromae

Las concentraciones de quitosano al 0.75% y 1% mostraron los valores mas bajos de crecimiento
micelial de L. theobromae, sin diferencias estadisticas significativas entre ellas (Figura 4).

Figura 4. Crecimiento micelial (cm) in vitro de L. theobromae, bajo el efecto de tratamientos.

Las concentraciones de quitosano al 0.75% y 1% también presentaron los mayores valores de
inhibicion promedio (89%), lo que evidencia su alta eficacia antifingica en condiciones in vitro
(Figura 5). Por su parte, las dosis al 0.5% y 0.25%, asi como el tratamiento con la dosis minima de
procloraz, inhibieron el crecimiento micelial de forma parcial, alcanzando valores de PIC de 80% y
70%, respectivamente. El procloraz presenté una inhibicion variable entre 84% y 86%, sin superar
el efecto del quitosano a dosis elevadas.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial (PIC) de L. theobromae.

Los tratamientos con &cido acético al 0.5% y el control con agua destilada permitieron un
crecimiento micelial completo de L. theobromae en la caja de Petri a partir del cuarto dia después de
la inoculacién, cubriendo el 100% de la superficie disponible (Figura 6). En el andlisis estadistico,
se incluyeron barras de error (desviacion estandar) y grupos homogéneos por la prueba DGC (p<
0.05), que confirman diferencias significativas entre tratamientos.

Figura 6. Efecto de control in vitro de quitosano sobre L. theobromae.

El efecto antifingico del quitosano sobre L. theobromae puede atribuirse a mecanismos que
incluyen la perturbacién de la membrana celular, inhibicion de la sintesis de ADN y la generacién
de estrés oxidativo, promoviendo la muerte celular programada en estructuras fangicas (Xing et
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al., 2021). Estudios como los de El-Araby et al. (2024) y Coronado et al. (2023) han documentado
resultados similares con otros hongos fitopatdgenos en condiciones in vitro, destacando que el
quitosano, en dosis superiores al 0.75%, puede ser tan efectivo como fungicidas convencionales.
En este estudio, la eficacia del quitosano fue dependiente de la concentracion, y los resultados
respaldan su potencial como alternativa ecoldgica para el manejo poscosecha de frutas tropicales.

Evaluaciones in vivo
Actividad antifingica del quitosano sobre R. stolonifer en frutos de papaya.

El quitosano, a concentraciones del 1% y 0.75%, mostré una efectividad comparable a la dosis
maxima de procloraz en la supresion del crecimiento micelial de R. stolonifer en condiciones in vivo.
Estas concentraciones inhibieron significativamente el avance de la colonizacién flngica a partir
del segundo dia post inoculacion, manteniéndose constantes hasta el quinto dia (Figura 7) (Pervin
et al., 2020). Las comparaciones se realizaron entre tratamientos en cada punto de evaluacion
diaria, bajo un analisis de varianza para medidas repetidas, seguido por la prueba DGC (p< 0.05).

Figura 7. Efecto de los tratamientos sobre la severidad del crecimiento micelial (mm) de R. stolonifer en papaya
durante cinco dias después de la aplicacion de los tratamientos. Evaluacion in vivo de: A) quitosano al 1%; b)
quitosano al 0.75%; C) dosis maxima de procloraz; D) agua destilada. Letras diferentes indican diferencias significati
vas entre tratamientos (p< 0.05).

Resultados similares como los de Cortés-Rivera et al., 2021 evaluaron la actividad
antifiingica del quitosano (1 y 1.5%) contra R. stolonifer, obteniendo resultados de PIC
del 83 y 87%, respectivamente. En la Figura 8 se muestra la apariencia de los frutos de
papaya cinco dias después de la aplicacién de los tratamientos. Visualmente, los frutos
tratados con quitosano al 1% y 0.75% (paneles B y D) presentan un menor nimero y
tamafio de lesiones necrodticas en comparacion con los frutos tratados con agua destilada
(control, panel A) (Torres-Rodriguez et al., 2025).
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Figura 8. Apariencia del efecto del quitosano en el control de R. stolonifer en papaya, cinco dias después de la
aplicacion de los tratamientos. A) agua destilada (control); B) quitosano al 1%; C) dosis maxima de procloraz; D)
quitosano al 0.75%.

Esta observacion concuerda con los valores cuantitativos del porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial (PIC), en los que se registraron inhibiciones de hasta 87% para el quitosano al
1%, frente a un 85-88% para el procloraz (Figura 8C) (Silva et al., 2023). Si bien la diferencia visual
entre quitosano y procloraz es discreta, los datos experimentales indican que ambas alternativas
ofrecen un control similar sobre R. stolonifer en condiciones in vivo.

Determinacion de la actividad antifungica del quitosano sobre L.
theobromae en frutos de papaya

En las condiciones in vivo evaluadas, el tratamiento con procloraz mostré los mayores valores de
inhibicién del crecimiento micelial de L. theobromae, seguido por las concentraciones de quitosano
al 1% y 0.75%, que también ejercieron un efecto significativamente superior al control negativo
(agua destilada) (Figura 9 A-D).
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Figura 9. Efecto de los tratamientos sobre la severidad del crecimiento micelial (mm) de L. theobromae en
papaya durante cinco dias después de la aplicacion de los tratamientos. Evaluacion in vivo de: A) agua destilada
(control); B) quitosano al 0.75 %; C) quitosano al 1%; D) dosis maxima de procloraz. Letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0.05).

A nivel visual, se observé una menor extension y nidmero de lesiones necréticas en los frutos
tratados con quitosano (Figura 10 A-D), lo que coincide con las mediciones cuantitativas y el andlisis
estadistico (Figura 9 A-D). Las diferencias entre tratamientos fueron significativas (p< 0.05), y se
indicaron mediante letras distintas en los graficos de crecimiento (Figura 9E).

Estudios previos respaldan estos hallazgos. Gomes et al. (2020) demostraron que
recubrimientos con quitosano en concentraciones de 1-5% inhibieron el crecimiento de
diversas especies del complejo Lasiodiplodia, incluyendo L. theobromae, en papaya,
especialmente a concentraciones del 4%. Cuong et al. (2022) reportaron que nanopatrticulas de
quitosano a 250 ppm suprimieron completamente los sintomas de L. pseudotheobromae en
citricos bajo condiciones de alta humedad y 30 +0.2 °C. Estos resultados confirman que el
guitosano puede actuar eficazmente como agente de control alternativo frente a L.
theobromae, con resultados comparables a fungicidas convencionales, especialmente
cuando se aplica en dosis superiores al 0.75% (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del quitosano en el control de L. theobromae en papaya cinco dias después de la aplicacion de los
tratamientos. A) agua destilada (control); B) quitosano al 0.75%; C) quitosano 1%; D) dosis maxima de procloraz.

Segun el estudio de Cuong et al. (2022) demostraron en in vivo que el tratamiento con 250 ppm de
nanoparticulas de quitosano suprimié completamente los sintomas de la enfermedad causada por
L. pseudotheobromae en frutos citricos. Este efecto se observé después de 12 dias de incubacién
a 300.2 °Cy bajo condiciones de alta humedad relativa, lo que confirma el potencial del quitosano
como agente antifingico eficaz en ambientes postcosecha (Chowdappa et al., 2020).

Conclusiones

El quitosano demostré una alta eficacia antifingica contra L. theobromae y R. stolonifer en frutos
de papaya, tanto in vitro como in vivo, especialmente a concentraciones de 0.75% y 1%. Su
efectividad fue comparable al del fungicida sintético procloraz, lo que refuerza su potencial como
una alternativa ecoldgica y sostenible en el manejo poscosecha de enfermedades fungicas.
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