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Resumen

Introduccion: EI moho gris es una de las principales causas de pudricion en poscosecha del fruto
de fresa (Fragaria x ananassa Duch.), la cual es ocasionada por el hongo Botrytis cinerea Pers.:fr.
El tratamiento con fungicidas quimicos es el método principal de su control; no obstante, su uso

ocasiona problemas de salud y contaminacion. Lo anterior promueve la investigacion hacia



alternativas de control. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de compdsitos
de quitosano-acidos grasos sobre la infeccion de B. cinerea en frutos de fresa en poscosecha.
Metodo: Se realizaron bioensayos in vitro para evaluar el efecto del quitosano, octanoato de sodio
y &cido decanoico sobre el crecimiento micelial de B. cinerea. Asimismo, en bioensayos in vivo se
evaluo la proteccion de los compuestos solos y en mezcla sobre la severidad de la infeccion del
moho gris en frutos de fresa en poscosecha. Los tratamientos se evaluaron bajo un disefio
completamente al azar, y los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) (p <
0.05) y comparacion de medias por el método de Tukey (p < 0.05).

Resultados: El quitosano inhibi6 el crecimiento en 100 % cuando se aplico en concentraciones de
10, 12.5y 15 mg/mL, mientras que el octanoato de sodio alcanz6 el mismo porcentaje de inhibicion
en las concentraciones de 0.33 y 0.49 mg/mL. Finalmente, el acido decanoico inhibié en 100 % a
B. cinerea en las concentraciones de 0.17, 0.34 y 0.51 mg/mL. En los bioensayos in vivo, los
mejores resultados de proteccion de los frutos de fresa de la infeccion por B. cinerea fueron
aquellos en los que se utilizé el compdsito quitosano/octanoato de sodio (12.5/0.49 y 15/0.49
mg/mL) con ausencia de severidad. También destacaron los tratamientos de quitosano (15 mg/mL),
acido decanoico (0.51 mg/mL) y del compdsito quitosano/acido decanoico (12.5/0.51 y 15/0.51
mg/mL), donde el grado de severidad fue entre 1y 2.

Discusion o Conclusién: El quitosano, octanoato de sodio y éacido decanoico inhibieron
significativamente el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea. EI comp0sito quitosano/octanoato
de sodio posee un efecto protector mayor de los frutos de fresa, en relacion a los compuestos
aplicados solos. El quitosano y el &cido decanoico presentaron un efecto protector significativo de
los frutos, aplicados solos 0 como compdsito. Lo anterior sugiere que estos compuestos podrian
ser utilizados potencialmente en el control de B. cinerea en poscosecha.

Palabras clave: Quitosano; acidos grasos; compadsito; Botrytis cinérea; Fragaria x ananassa

Abstract

Introduction: Grey mold is one of the main causes of post-harvest strawberry (Fragaria x
ananassa Duch.) rot fruit, which is caused by Botrytis cinerea Pers.:fr fungus. The treatment with
chemical fungicides is the main method for its control; however, its use cause health concerns and

pollution. The above promote the research toward alternatives of control. The aim of the present



research was to evaluate the chitosan-fatty acids composites effects on the B. cinerea infection in
post-harvest strawberry fruits.

Method: In vitro bioassays were conducted to evaluate the chitosan, sodium octanoate and
decanoic acid effect on the mycelial growth of B. cinerea. Likewise, in vivo bioassays were
conducted to evaluate the compounds alone and in mixture effect on infection severity of grey mold
in post-harvest strawberry fruits. The treatments were evaluated in a completely randomized design
and the data were analyzed by means of analysis of variance (ANOVA) (p < 0.05) and average
comparison by Tukey’s test (p < 0.05).

Results: The chitosan inhibited 100 % of the growth when it was applied in 10, 12.5 and 15 mg/mL
concentrations, while the sodium octanoate reached the same inhibition percentage in 0.33 and 0.49
mg/mL concentrations. Finally, decanoic acid inhibited in 100 % to B. cinerea in 0.17, 0.34 and
0.51 mg/mL concentrations. In in vivo bioassays, the best results of strawberry fruits protection
from B. cinerea infection were those in which the chitosan/sodium octanoate (12.5/0.49 y 15/0.49
mg/mL) were utilized, with absence of severity. Also highlight the chitosan (15 mg/mL), decanoic
acid (0.51 mg/mL) and chitosan/decanoic acid composites (12.5/0.51 and 15/0.51 mg/mL)
treatments, with severity degrees between 1 and 2.

Discussion or Conclusion: The chitosan, sodium octanoate and decanoic acid significantly
inhibited the in vitro mycelial growth of B. cinerea. The chitosan/sodium octanoate composite have
a greater protective effect of strawberry fruits, in relation to the compounds applied alone. The
chitosan and decanoic acid presented a significantly protective effect of the fruits, applied alone as
well as in composite. The above suggest that these compounds could be potentially used in the
post-harvest control of B. cinerea.
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Introduccion



México es uno de los principales paises productores de fresa (Fragaria x ananassa Duch.), ya que
ocupa el tercer lugar a nivel mundial con una produccion estimada de 338,764 t durante 2016. El
estado de Michoacan es la principal entidad productora y exportadora con un 76.8 % del volumen
total (SIAP-SAGARPA, 2016).

La elevada produccién del fruto de fresa se debe a sus propiedades organolépticas, lo que
provee de notables beneficios a la salud debido a que contiene compuestos nutritivos que incluyen
minerales (manganeso, magnesio, cobre, hierro y fosforo), vitaminas (A, E, Ky C, entre otras),
fibra dietética y un amplio rango de compuestos fenolicos (flavonoides, acidos fenolicos, lignanos
y taninos), que poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas,
antihipertensivas y anticancerigenas (Giampieri et al., 2015; Forbes-Hernandez et al., 2017). Lo
anterior ha colocado a la fresa como un alimento popular incluido en diversos productos
alimenticios como el yogurt, ademas de mermeladas, gelatinas, alimentos funcionales y
suplementos dietéticos, entre otros (Giampieri et al., 2015).

Lamentablemente, el fruto de fresa es un alimento altamente perecedero, particularmente
durante su transporte y almacenamiento en poscosecha, ya que es susceptible de sufrir
deshidratacién, dafio mecanico, pudricion o infeccion por microorganismos patdgenos,
especialmente hongos. EI moho gris es una de las principales causas de pudricién en poscosecha
del fruto de fresa, la cual es ocasionada por el hongo Botrytis cinerea Pers.:fr. La infeccion del
fruto comienza desde la etapa de floracion en el campo, en donde el hongo permanece latente hasta
su maduracion, tiempo en el cual el microorganismo cambia de saprofito a patogeno (Romanazzi
etal., 2013).

El tratamiento con fungicidas quimicos sintéticos (por ejemplo Trioxil®, i.a. sulfato de
cobre tribasico), es el principal método de control de este tipo de fitopatdgenos; no obstante, el uso
de estos compuestos, ademas de incrementar los costos de produccion y evitar la exportacion de la
fresa, pueden ocasionar aislados resistentes al ingrediente activo (Weber, 2011), ademas del riesgo
en la salud humana que conlleva la persistencia de residuos quimicos en los frutos (Botelho et al.,
2010). Asimismo, y debido al interés que han mostrado los consumidores, quienes exigen alimentos
libres de plaguicidas quimicos en los alimentos, es necesario realizar la bldsqueda de nuevas

alternativas para el control de este tipo de patdgenos (Darolt et al., 2016).



Los acidos grasos son moléculas ubicuas en la naturaleza, ya que pertenecen a una clase de
compuestos fisiolégicamente importantes, involucradas en el almacenamiento de energia,
estructura de la membrana y en varias vias de sefializacion (Pohl et al., 2011). Estas moléculas
varian en longitud y nivel de saturacion, existiendo acidos grasos con cadenas hidrocarbonadas de
4 hasta 28 carbonos, las cuales pueden ser saturadas o insaturadas (Sylvain et al., 2009). Ademés
de realizar funciones estructurales en las células y de participar en mecanismos de control de
enfermedades, entre otras funciones bésicas, los acidos grasos poseen actividad antifingica sobre
diversos hongos, ademas de que son biodegradables y utilizados como aditivos alimentarios (Liu
et al., 2008).

Por otro lado, el quitosano (poli p-[1-4]-N-acetil-D-glucosamina) es un biopolimero
catidnico reconocido como seguro (GRAS, Generally Recognized as Safe, por sus siglas en inglés),
ya que es biodegradable, no toxico y compatible con el ambiente (Mahae et al., 2011). Este
polisacarido es producido por la desacetilacién quimica de la quitina (2-acetamido-2-deoxi-B-D-
glucosa), cuya fuente principal se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos, insectos y hongos;
el cual, ademas, puede formar biopeliculas con actividad antimicrobiana, entre ésta la antifungica
(Lépez-Mata et al., 2013; Sun et al., 2014).

En este sentido, la actividad bioldgica del quitosano sobre hongos patégenos de plantas esta
ampliamente documentada (Romanazzi et al., 2013; Mufioz et al., 2009). Sin embargo, la actividad
antifangica del quitosano solo, no siempre alcanza los niveles de proteccion deseados en los frutos
en poscosecha, por lo que la incorporacion de moléculas antimicrobianas, como los acidos grasos,
para la formacién de compdésitos podria incrementar su eficacia y expandir su aplicacion en la
conservacioén de alimentos. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el
efecto protector de compdsitos de quitosano-acidos grasos sobre la infeccion de B. cinerea en frutos

de fresa en poscosecha.

Método



Obtencidn de frutos de fresa y del hongo fitopatégeno

Los frutos de fresa var. Camino Real que se utilizaron en el presente estudio fueron obtenidos en
una produccion comercial de Zamora, Michoacéan. Dichos frutos se seleccionaron con base en la
uniformidad del tamafio, ausencia de dafio fisico e infeccion por hongos, asi como por el nivel de
maduracion (mas del 75 % de la superficie del fruto era roja) (Hernandez-Mufioz et al., 2008). Por
otro lado, el hongo B. cinerea se obtuvo del Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas,
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. EI hongo se mantuvo bajo resiembra continua
en agar papa dextrosa (PDA, Bioxdn, México) a 25 + 2.0 °C.

Preparacion de quitosano, octanoato de sodio, &cido decanoico y de los

compositos quitosano/octanoato de sodio, quitosano/acido decanoico

El quitosano de mediano peso molecular (190 a 300 kDa) (Verlee et al., 2017) se obtuvo de Sigma-
Aldrich, México (75-85 % de desacetilacion) y se preparé de acuerdo a las metodologias de
Bautista-Bafios et al. (2003) y Liu et al. (2007): Se preparé una solucion de 200 mL a una
concentracion de 20 mg/mL, para lo cual 4 g de quitosano se disolvieron en 100 mL de agua
destilada y 2 mL de acido acético (J.T. Baker, México), los cuales se mantuvieron en agitacion
constante por 24 h. Posteriormente, el pH de la solucidn se ajusté a 5.6 con NaOH 1 N (J.T. Baker,
México). Luego, se adicion6 agua destilada hasta alcanzar un volumen total de 200 mL y se
procedio a esterilizar la solucion a 120 °C, 20 psi, por 15 min. La solucion de quitosano se utilizé
para preparar cajas Petri con PDA a concentraciones finales de 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 y 15 mg/mL,
mismas que se utilizaron en los bioensayos correspondientes.

Los &cidos grasos (octanoato de sodio y acido decanoico) se obtuvieron de Sigma-Aldrich,
México y se prepararon con base en las instrucciones del fabricante. De esta manera, se prepard
una solucion de octanoato de sodio a una concentracion de 49.8 mg/mL en agua destilada. Con

respecto al acido decanoico, se preparé una solucion en etanol absoluto (J.T. Baker, México) a una



concentracion de 51.6 mg/mL. Dichas soluciones se esterilizaron por filtracién utilizando filtros de
0.22 pum de poro (Merck Millipore, USA). A partir de la solucion de octanoato de sodio se
prepararon cajas Petri con PDA a concentraciones finales de 0.016, 0.16, 0.33 y 0.49 mg/mL,
mientras que para el acido decanoico se prepararon concentraciones de 0.017, 0.17, 0.34 y 0.51
mg/mL, las cuales se utilizaron en los bioensayos correspondientes (Liu et al., 2008).

Los compdsitos quitosano/octanoato de sodio y quitosano/acido decanoico se prepararon
de la siguiente manera: una vez preparadas y esterilizadas las tres soluciones, las concentraciones
correspondientes (aquellas que mostraron un 100 % de inhibicidn in vitro del hongo) de octanoato
de sodio se disolvieron en la solucién de quitosano a temperatura ambiente (25 £ 2 °C), lo mismo
que las de &cido decanoico. Dichos compdsitos se agitaron vigorosamente por 5 min y se utilizaron

en los ensayos de proteccion correspondientes.

Bioensayos in vitro: inhibicion del crecimiento micelial de B. cinérea

El efecto del quitosano sobre el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea se realizd de acuerdo a
las metodologias de Liu et al. (2007) y Mufioz et al. (2009). Se preparé medio PDA con diferentes
concentraciones de quitosano (2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 y 15 mg/mL). Dichas soluciones se vaciaron en
cajas Petri de 60 mm (SyM, México) y una vez que el medio solidificd, un fragmento de 5 mm de
PDA-micelio del hongo se colocé de manera inversa en el centro de cada caja Petri. Las cajas
inoculadas se incubaron a 25 + 2.0 °C durante 4-8 dias hasta que el control negativo (&cido acético
al 1 %) alcanz6 el borde de la caja Petri. Se incluyd un control positivo con tiabendazol (Tecto
60®, polvo, 600 g i. a. kg, MSD AGVET), asi como un control absoluto (B. cinerea + PDA). Al
final del periodo de incubacién, se determind el crecimiento del didmetro de la colonia con un
vernier digital (Fisher Scientific, México). Con la informacion obtenida se calculd el indice
Antifungico (IA) de acuerdo a la siguiente formula: 1A (%) = 1- (DCtratamiento/ DCcontrol) X 100.
Donde DCrratamiento = didmetro de la colonia de la caja con quitosano. DCcontrol = didmetro de la
colonia de la caja control (Guo et al., 2006). Se realizaron seis repeticiones de cada concentracion

de quitosano en ensayos independientes.



Por otra parte, el efecto del octanoato de sodio y del acido decanoico sobre el crecimiento
micelial de B. cinerea se realiz6 de acuerdo a Liu et al. (2008), con algunas modificaciones. Se
preparé medio PDA con diferentes concentraciones de los acidos grasos (0.016, 0.16, 0.33 y 0.49
mg/mL para el octanoato de sodio y 0.017, 0.17, 0.34 y 0.51 mg/mL para el acido decanoico), las
cuales se vaciaron en cajas Petri de 60 mm. Para el caso del acido decanoico disuelto en etanol, las
cajas se mantuvieran abiertas por 1 h en campana de flujo laminar (CHCbiolus, México) para
permitir la evaporacion del etanol. Posteriormente, un fragmento de 5 mm de PDA-micelio del
hongo se coloc6 de manera inversa en el centro de cada caja Petri. Las cajas inoculadas se
incubaron a 25 + 2.0 °C durante 7 dias hasta que el control negativo (agua destilada estéril para el
octanoato de sodio y etanol absoluto para el acido decanoico) y el control absoluto (B. cinerea +
PDA) alcanzo el borde de la caja Petri. Se incluyo un control positivo con tiabendazol. Al final del
periodo de incubacion, se determiné el crecimiento del diametro de la colonia con un vernier digital
y se calculd el 1A de acuerdo a la formula mostrada en el parrafo anterior. Se establecieron seis
repeticiones de cada concentracion de acido graso en ensayos independientes.

Bioensayos in vivo: ensayos de proteccion de frutos de fresa de la infeccion por

B. cinerea en poscosecha

Previo a la evaluacion del quitosano, octanoato de sodio, &cido decanoico y los compositos
quitosano/octanoato de sodio y quitosano/acido decanoico en la proteccion de frutos de fresa, se
evalud la patogenicidad del aislado de B. cinerea sobre frutos de fresa var. Camino Real. Para
realizar lo anterior, los frutos se desinfestaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 3 %
durante 2 min y posteriormente éstos se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se secaron
con papel absorbente estéril en campana de flujo laminar (Herndndez-Mufioz et al., 2008). En los
frutos desinfestados se realizaron dos heridas superficiales en la zona ecuatorial (5 mm de
profundidad) y un fragmento de PDA-micelio de 3 mm se coloc6 en cada herida del fruto. Los

frutos inoculados se colocaron en contenedores de plastico estériles con algodén humedecido y se



incubaron a 25 + 2.0 °C, durante 5-8 dias (Fraire et al., 2003; Mufioz et al., 2009). Transcurrido
este tiempo se evalud la presencia de micelio de B. cinerea (Moussa et al., 2013).

Después de realizar el ensayo de patogenicidad, se evalu6 el efecto protector de los
compuestos anteriormente sefialados sobre la severidad del moho gris. Para realizar lo anterior, el
caliz de cada fruto se removié y las fresas se desinfestaron superficialmente con hipoclorito de
sodio al 3 % durante 2 min. Posteriormente, se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se
secaron en la campana de flujo laminar, utilizando papel absorbente estéril (Hernandez-Mufioz et
al., 2008). Después, se realizaron heridas superficiales (dos heridas de 5 mm de profundidad) en la
zona ecuatorial de cada fruto, para asi sumergirlos durante 2 min en diferentes concentraciones de
quitosano, octanoato de sodio, &cido decanoico y los compdsitos quitosano/octanoato de sodio y
quitosano/acido decanoico. Los frutos se dejaron secar por 1.5 h. Transcurrido este tiempo, un
fragmento de PDA-micelio de cada hongo se colocé de manera invertida en las heridas del fruto
para, finalmente, agregar 20 pL de la concentracion correspondiente de compuesto sobre el micelio
inoculado. Los frutos se colocaron en cajas de plastico estériles con algoddn estéril himedo y se
incubaron a2 +2.0 °C por 7 dias. Transcurrido este tiempo, los frutos se almacenaron a temperatura
ambiente (25 = 2.0 °C) durante 3 dias para simular las condiciones de almacenamiento de la fresa
para exportacion (Romanazzi et al., 2013; Darolt et al., 2016). Se realiz6 el mismo procedimiento
para los controles negativos: acido acético al 1 % para el quitosano y el compdsito
quitosano/octanoato de sodio; etanol absoluto para el acido decanoico y &cido acético al 1 % y
etanol absoluto para el compdsito quitosano/acido decanoico. Se incluyd un control absoluto
(frutos inoculados con B. cinerea. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado con 10 frutos por
réplica y el experimento se repitio dos veces de manera independiente.

Después del tiempo de incubacion se registro la infeccion de los frutos por B. cinerea, asi
como el crecimiento superficial de micelio. La severidad de la enfermedad se obtuvo de acuerdo
con la escala de Romanazzi et al. (2013), la cual tiene seis niveles: 0) fruto sano; 1) 1-20 % de la
superficie del fruto infectada; 2) 21-40 % de la superficie del fruto infectada; 3) 41-60 % de la
superficie del fruto infectada; 4) 61-80 % de la superficie del fruto infectada; 5) mas del 80 % de

la superficie del fruto infectada.

Disefio experimental y analisis estadistico



Los tratamientos se aplicaron bajo un disefio experimental completamente al azar. Los datos del
IA y severidad de la enfermedad se transformaron con la funcion v x + 0.5 (Salgado-Garciglia et
al., 2008). Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA p < 0.05) y se
realiz6 una comparacion de medias con la prueba de Tukey (p < 0.05) utilizando el programa
estadistico SPSS-IBM Statistics version 22.

Resultados

Inhibicion del crecimiento micelial in vitro de B. cinérea

El crecimiento micelial in vitro de B. cinerea fue inhibido por Tecto 60® (6 mg/mL) y por
quitosano en concentraciones de 10, 12.5 y 15 mg/mL durante un periodo de 7 dias de incubacion,
mientras que en las concentraciones de 2.5, 5y 7.5 mg/mL el hongo comenz6 a crecer a partir del
segundo dia de incubacion alcanzandose un 1A de 71, 83 y 86 %, respectivamente. No obstante,
estos valores fueron estadisticamente diferentes (p < 0.05) en comparacién con los controles

negativo y absoluto, los cuales no mostraron inhibicién (Cuadro 1, Figura 1).

Cuadro 1. Efecto de quitosano sobre el crecimiento micelial de B. cinerea.



Quitosano (mg/mL) Crecimiento micelial (mm) IA (%)

2.3 15.6£1.03 714

5 9.1£0.98 83¢

7.5 7.6£0.51 86°

10 0 1002

12.5 0 1002

15 0 1002

Control positivo? 0 1002
Control absoluto* 53 0°
Control negativo’ 53 0¢

Valores con la misma letra en la misma columna no son diferentes de acuerdo a
Tukey (p <0.05).
Los datos representan el promedio de seis réplicas * la desviacion estandar.
fFungicida Tecto 60® (Tiabendazol 6 mg/mL).
*PDA.
TAcido acético al 1 %, pH = 5.6.

Respecto al ensayo con octanoato de sodio, éste inhibié completamente el crecimiento micelial de
B. cinerea en dos de las concentraciones ensayadas (0.33 y 0.49 mg/mL), después de 7 dias de
incubacion, al igual que el fungicida Tecto 60®, mientras que a la concentracion de 0.16 mg/mL
mostrd un IA de 95 %, mostrando diferencias (p < 0.05) con los controles negativo y absoluto (0
% de IA). Finalmente, en la concentracion de 0.016 mg/mL se observé crecimiento similar a los
controles negativo y absoluto durante los 7 dias de incubacion, con un IA de 2 % (Cuadro 2, Figura
1).

Cuadro 2. Efecto del octanoato de sodio sobre el crecimiento micelial de B. cinerea.



Octanoato de sodio Crecimiento micelial (mm) IA (%)

(mg/mL)

0.016 52 2¢

0.16 3.61£2.87 95b

0.33 0 100?

0.49 0 1002
Control positivo® 0 1002
Control absoluto* 53 0°
Control negativo’ 53 0c

Valores con la misma letra en cada columna no son diferentes de acuerdo a Tukey (p
<0.05).
Los datos representan el promedio de seis réplicas * la desviacion estandar.
fFungicida Tecto 60® (Tiabendazol 6 mg/mL).
*PDA.

TAgua destilada estéril.

Con relacion al acido decanoico, el crecimiento micelial de B. cinerea fue inhibido completamente,
tanto por el fungicida Tecto 60® como por tres de las concentraciones del acido ensayadas (0.17,
0.34 y 0.51 mg/mL), luego de 7 dias de incubacion, mientras que la concentracion utilizada mas
baja (0.017 mg/mL) mostr6 un crecimiento similar (p < 0.05) a los controles negativo y absoluto

durante los 7 dias de incubacion, con un IA de 1 % (Cuadro 3, Figura 1).

Cuadro 3. Efecto del 4cido decanoico sobre el crecimiento micelial de B. cinerea.

Acido decanoico Crecimiento micelial (mm) IA (%)
(mg/mL)
0.017 52.610.51 10
0.17 0 1002
0.34 0 1002
0.51 0 1002
Control positivo? 0 100°
Control absoluto* 53 0P
Control negativo¥ 53 ob




Valores con la misma letra en cada columna no son diferentes de acuerdo a Tukey (p
<0.05).
Los datos representan el promedio de seis réplicas * la desviacion estandar.
fFungicida Tecto 60® (Tiabendazol 6 mg/mL).
*PDA.

Etanol absoluto.

Quitosano
10 mg/mL

Octanoato de sodio
0.33 mg/mL

Acido decanoico
0.17 mg/mL

Control Control Control Compuesto
positivo absoluto negativo antifungico

Figura 1. Inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea por quitosano, octanoato
de sodio y acido decanoico. Se muestra el control positivo: Tecto 60®. Control
absoluto: PDA. Control negativo: acido acético al 1 %, pH 5.6; agua destilada estéril
y etanol absoluto, para el quitosano, octanoato de sodio y &cido decanoico,
respectivamente. De los compuestos antifingicos s6lo se muestra una de las
concentraciones que inhibié el crecimiento del hongo en un 100 %.

Proteccidn de frutos de fresa de la infeccion por B. cinerea en poscosecha



Previo a la realizacion de los ensayos de proteccion in vivo, se realizd un experimento de
patogenicidad y los resultados muestran que el hongo evaluado en esta investigacion es patdégeno
para frutos de fresa var. Camino Real después de 5 dias de la inoculacion (resultados no mostrados).
Por otra parte, los frutos de fresa tratados con quitosano y los compdsitos quitosano/octanoato de
sodio y quitosano/acido decanoico e inoculados con micelio de B. cinerea mostraron una reduccion
significativa (p <0.05) en la infeccion, en comparacion con los controles negativo y absoluto, como
se observa en los Cuadros 4 y 5, asi como en las Figuras 2 y 3. Asimismo, sélo se observé una
reduccion significativa (p < 0.05) en la infeccion de los frutos cuando éstos se trataron con acido
decanoico solo, no asi con el octanoato de sodio.

La mayor proteccion de los frutos de fresa de la infeccion por B. cinerea se observo en
aquellos tratados con el compdsito quitosano/octanoato de sodio en las concentraciones de
12.5/0.49 y 15/0.49 mg/mL, respectivamente, con un grado de severidad de 0 (Cuadro 4, Figuras
2G y H). Este resultado indica una infeccion superficial de los frutos de 0 %, en comparacién con
los controles negativo y absoluto cuyos grados de severidad fueron de 3.9 (infeccion de los frutos
del 41 al 60 %) y 4 (infeccion de los frutos del 61-80 %), respectivamente (Cuadro 4, Figuras 2A

y B).

Cuadro 4. Reduccidn de la severidad del moho gris en frutos de fresa tratados con
quitosano, octanoato de sodio y el composito quitosano/octanoato de sodio después

de 10 dias de la inoculacién con B. cinerea.



Tratamientos (mg/mL)

Grado de severidad (escala de dano) 0-5

Quitosano
10 2.7%*
12.5 1.9b¢
15 1.3%
Control absoluto* 4¢
Control negativo¥ 3.9de
Octanoato de sodio
0.33 2.7%*
0.49 2Pb-e
Control absoluto* 4¢
Control negativo® 4¢
Composito quitosano/octanoato de sodio
10/0.33 2.4%*
12.5/0.33 1.2%
15/0.33 1%
10/0.49 bt
12.5/0.49 02
15/0.49 02
Control absoluto* 4¢
Control negativo¥ 3.94

Valores con la misma letra en cada columna no son diferentes de acuerdo a Tukey (p

<0.05).

*Frutos de fresa inoculados con B. cinerea.

Frutos de fresa inoculados con B. cinerea y tratados con é&cido acético al 1 %, pH =

fFrutos de fresa inoculados con B. cinerea y tratados con agua destilada estéril.



Figura 2. Efecto protector del quitosano, octanoato de sodio y del composito
quitosano/octanoato de sodio. A) Control absoluto: B. cinerea. B) Control negativo:
B. cinerea + &cido acético al 1 %, pH 5.6. C) Quitosano 15 mg/mL. D) Octanoato de
sodio 0.49 mg/mL. E) Compdsito quitosano/octanoato de sodio 12.5/0.33 mg/mL. F)

Composito quitosano/octanoato de sodio 15/0.33 mg/mL. G) Composito
quitosano/octanoato de sodio 12.5/0.49 mg/mL. H) Compdsito quitosano/octanoato
de sodio 15/0.49 mg/mL.

Asimismo, las concentraciones de 12.5/0.33 y 15/0.33 mg/mL (Cuadro 4, Figuras 2E y F) revelaron
grados de severidad de 1.2 y 1, respectivamente, lo que equivale a un porcentaje de infeccion del
1 al 20 %, mostrando diferencias (p < 0.05) con los controles negativo y absoluto. Por otra parte,
los frutos tratados con quitosano solo, también mostraron una reduccion significativa (p < 0.05) de
la infeccion, en comparacion con los controles negativo y absoluto, ya que se observaron grados
de severidad de 1.9 en la concentracion de 12.5 (Cuadro 4) y 1.3 en la de 15 mg/mL (Cuadro 4,
Figura 2C), correspondientes a una infeccion del 1 al 20 %. Finalmente, cuando los frutos fueron
tratados sélo con octanoato de sodio, se observaron grados de severidad de 2.7 en la concentracién
de 0.33 (Cuadro 4) y 2.2 en la de 0.49 mg/mL (Cuadro 4, Figura 2D), correspondientes a una
infeccion de 21 a 40 %, sin mostrar diferencias significativas (p < 0.05) con los controles negativo

y absoluto.



Con respecto a los frutos tratados con quitosano y &cido decanoico, la mayor proteccion se
observd en los que se trataron con el compdsito quitosano/acido decanoico en todas las
concentraciones ensayadas (10/0.17; 10/0.34; 10/0.51; 12.5/0.17; 12.5/0.34; 12.5/0.51; 15/0.17;
15/0.34; 15/0.51 mg/mL) con grados de severidad que van desde 1 hasta 3, mostrando diferencias
significativas (p < 0.05) con respecto a los controles negativo y absoluto (grado de severidad de 5,
infeccion de los frutos mayor al 80 %) (Cuadro 5). Sin embargo, los tratamientos que destacan son
los de 12.5/0.51, 15/0.34 y 15/0.51 mg/mL, con grados de severidad de 1, 1.6 y 1, respectivamente,
los cuales revelan infecciones superficiales de los frutos de 1 a 20 % (Cuadro 5, Figura 3E, F y G).
Asimismo, cuando los frutos se trataron sélo con acido decanoico, se observaron grados de
severidad de 2.4 en la concentracion de 0.17 mg/mL, 2.4 en la de 0.34 mg/mL (Cuadro 5) y 2 en la
de 0.51 mg/mL (Cuadro 5, Figura 3D), equivalente a una infeccion de 21 a 40 %, mostrando
diferencias estadisticas (p < 0.05) con los controles negativo (grado de severidad de 4.8,
equivalente a una infeccidn de 61 a 80 %) y absoluto (grado de severidad de 5, equivalente a una
infeccion superior al 80 %) (Cuadro 5, figuras 3A 'y B).

Discusion o Conclusiones

El hongo B. cinerea es causante del moho gris, una de las enfermedades mas importantes de la
fresa, la cual afecta la calidad del fruto, por lo que ocasiona cuantiosas pérdidas en el rendimiento
del cultivo. El patégeno infecta las hojas y las flores de las plantas de fresa y subsecuentemente
éste permanece latente hasta que comienza a pudrir al fruto cuando comienza a madurar (Kim et
al., 2007).

Existen numerosos fungicidas quimicos registrados para el control de la pudricion del fruto
de fresa. Sin embargo, con los eminentes riesgos que su aplicacion conlleva, se estan evaluando
alternativas para el control del moho gris en poscosecha. En la actualidad, los estudios sobre el
quitosano y su uso en el control de enfermedades en poscosecha y la conservacion de alimentos

son atractivos por su capacidad para formar biopeliculas biodegradables y antiflngicas, las cuales,



ademas, pueden incorporar agentes antimicrobianos diversos para mejorar su actividad bioldgica y
expandir sus aplicaciones (Berger et al., 2011; Sun et al., 2014).

Cuadro 5. Reduccion de la severidad del moho gris en frutos de fresa tratados con
quitosano, &cido decanoico y el composito quitosano/acido decanoico después de 10

dias de la inoculacién con B. cinerea.

Tratamientos (mg/mL) Grado de severidad (escala de dafo) 0-5
Quitosano
10 2.7
12.5 1.9%¢
15 1.32
Control absoluto* 4o+
Control negativo® 3.9%f
Acido decanoico
0.17 2.4%4
0.34 2.4b4d
0.51 2%¢
Control absoluto* 5f
Control negativo? 4.8¢f
Composito quitosano/acido decanoico
10/0.17 3=
10/0.34 2.8
10/0.51 1.82¢
12.5/0.17 2.6%d
12.5/0.34 2.5b4d
12.5/0.51 12
15/0.17 1.6%¢
15/0.34 1:6%¢
15/0.51 i
Control absoluto* 5¢
Control negativo® 5t

Valores con la misma letra en cada columna no son diferentes de acuerdo a Tukey (p
<0.05).
*Frutos de fresa inoculados con B. cinerea.
TFrutos de fresa inoculados con B. cinerea y tratados con é&cido acético al 1 %, pH =
5.6.



fFrutos de fresa inoculados con B. cinerea y tratados con etanol absoluto.

°Frutos de fresa inoculados con B. cinerea y tratados con etanol absoluto y acido

acético al 1 %, pH =5.6.

Figura 3. Efecto protector del quitosano, acido decanoico y del composito
quitosano/acido decanoico y acido decanoico. A) Control absoluto: B. cinerea. B)
Control negativo: B. cinerea + etanol absoluto + acido acético al 1 %, pH 5.6. C)

Quitosano 15 mg/mL. D) Acido decanoico 0.51 mg/mL. E) Compésito
quitosano/acido decanoico 12.5/0.51 mg/mL. F) Composito quitosano/acido
decanoico 15/0.34 mg/mL. G) Comp6sito quitosano/acido decanoico 15/0.51

mg/mL.

En el presente estudio, el quitosano redujo el crecimiento del hongo en 100 % con las
concentraciones de 10, 12.5 y 15 mg/mL. Estudios previos han mostrado que el quitosano inhibe
el crecimiento de una gran variedad de hongos, incluido B. cinerea (Bautista-Barios et al., 2006;
Hernandez-Mufoz et al., 2008), lo que es consistente con otros estudios que indican que este
biopolimero de naturaleza policationica, afecta a la membrana celular de los hongos mediante
atracciones electrostaticas con fosfolipidos cargados negativamente, lo que provoca la salida del
contenido citoplasmatico o bien la inhibicién de la sintesis de ADN/ARN y proteinas (Guo et al.,
2008; Kong et al., 2010; Verlee et al., 2017).



Por otra parte, se ha reportado que los &cidos grasos poseen actividad antiflngica in vitro
sobre el crecimiento micelial de patdgenos de plantas como Penicillium pinophilum y P. digitatum
(Eraet al., 2015), Alternaria solani y Colletotrichum lagenarium (Liu et al., 2008), entre otros. Se
ha hipotetizado que estas moléculas afectan procesos fundamentales en los microrganismos que
inhiben, como las funciones de la membrana, la produccién de energia, integridad de la pared y
actividad proteinica (Xi-Hui y Joon-Hee, 2017). Interesantemente, en este trabajo el octanoato de
sodio y el acido decanoico inhibieron el crecimiento micelial de B. cinerea en 100 % en las
concentraciones de 0.33 y 0.49 mg/mL y 0.17, 0.34 y 0.51 mg/mL, respectivamente. Estos
resultados son importantes debido a que ambos acidos grasos muestran una prometedora actividad
antifungica in vitro sobre B. cinerea, un patégeno por excelencia de la fresa, lo cual hasta el
momento no se ha reportado.

Considerando los resultados obtenidos in vitro, se evalud el efecto protector de estas
moléculas aplicadas solas y en mezcla, sobre la infeccion de frutos de fresa por B. cinerea. Los
resultados muestran que aunque al aplicar el quitosano solo, se redujo significativamente la
severidad del moho gris en los frutos de fresa, el compoésito quitosano/octanoato de sodio revelo
los mejores resultados de proteccion de los frutos en las mayores concentraciones en las que fue
aplicado: 12.5/0.49 y 15/0.49 mg/mL, con porcentajes de infeccion superficial de los frutos de 0.
Por lo anterior, destaca el uso de este composito sobre la utilizacion de los compuestos solos, ya
que en este trabajo se observo un efecto protector aditivo cuando los frutos de fresa se trataron con
la mezcla en todas las concentraciones ensayadas.

Estudios previos han aprovechado las excelentes caracteristicas del quitosano de formar
una biopelicula comestible y ser un acarreador de diversos compuestos como nutraceuticos (Han
et al., 2004; Hernandez-Mufioz et al., 2008) y extractos de plantas (Bautista-Bafios et al., 2003),
con el objetivo de mejorar el valor nutricional del fruto de fresa y la calidad de la papaya,
respectivamente. En este trabajo se adicion6 un acido graso para mejorar la proteccion de los frutos
de fresa de la infeccidn provocada por B. cinerea, obteniendo resultados positivos en el compdsito
quitosano/octanoato de sodio. Adicionalmente, estas moléculas poseen bajo riesgo ambiental, al
ser biodegradables; y son aceptadas como aditivos alimentarios, lo que resalta ain mas el resultado.
Para el caso del quitosano y el &cido decanoico, tanto la aplicacion de los compuestos por separado
como el compésito, redujeron significativamente la severidad del moho gris en los frutos de fresa,

destacando las mayores concentraciones utilizadas: quitosano 15 mg/mL, &cido decanoico 0.51



mg/mL y el compdsito quitosano/acido decanoico 12.5/0.51 y 15/0.51 mg/mL, con porcentajes de
infeccion superficial de los frutos del 1 al 40 %. Sin embargo, es preciso mencionar que en este
caso no existieron diferencias significativas entre el uso de los compuestos por separado y el uso
del composito.

En conclusion, este es el primer reporte que muestra que el octanoato de sodio y el acido
decanoico inhiben el crecimiento micelial in vitro de B. cinerea. Asimismo, este trabajo también
revela que el compdsito quitosano/octanoato de sodio posee un mayor efecto protector de los frutos
de fresa en todas las concentraciones ensayadas, sobre la infeccién provocada por B. cinerea en
poscosecha. También se destaca el efecto protector del &cido decanoico, aplicado solo o en
combinacidn con quitosano. Lo anterior sugiere que éstos podrian ser potencialmente utilizados en
el control de la enfermedad en poscosecha. Sin embargo, resta por analizar la calidad nutricional
de los frutos tratados, tanto con los compuestos por separado, como con el composito, asi como la

aceptacion del fruto por parte de los consumidores.
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