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RESUMEN

Colletotrichum gloeosporioides es uno de los principales hongos que ataca a frutos
tropicales y subtropicales provocando la enfermedad conocida como antracnosis.
Este hongo provoca dafios severos a la produccion de papaya ‘Maradol’ en México.
Los recubrimientos a base de quitosano en combinacion con otros compuestos han
surgido como una estrategia amigable al ambiente y eficaz para tratar la
antracnosis. El presente estudio consideroé la evaluacion de quitosano y silicato de
sodio de forma individual y combinada a diferentes concentraciones, analizando
factores como el efecto sobre el desarrollo micelial, esporulacién de conidios (in
vitro), asi como, su efectividad en la reduccion del dafio ocasionado por este hongo
y el efecto sobre parametros de calidad en frutos de papaya ‘Maradol’ (in vivo). Los
cambios morfolégicos en el micelio de C. gloeosporioides se determinaron mediante
microscopia electronica de barrido (MEB). Los resultados sefialan que, el silicato de
sodio solo, redujo minimamente el crecimiento de C. gloeosporioides (9%
inhibicién). Por el contrario, los tratamientos de quitosano (0.1% a 1.5%) inhibieron
significativamente el crecimiento del hongo (97-99%). En todos los casos, los
tratamientos combinados (quitosano y silicato de sodio) mostraron un efecto aditivo.
Las afectaciones de los tratamientos en el desarrollo del hongo en las micrografias
de MEB, indicaron que el quitosano solo y en combinacion con silicato de sodio
genera malformaciones en las hifas y micelio compactado. En el fruto, los
tratamientos combinados de quitosano y silicato de sodio (1%+0.5% y 0.5%+1.5%)
presentaron una reduccién en el desarrollo de la antracnosis que vari6 entre un 51
y 57% respectivamente. Ademas, se demostré que estos tratamientos redujeron la
senescencia de frutos de papaya almacenados a una temperatura de 24 + 2°C con
HR >50%. Concluimos que la combinacion de quitosano y silicato de sodio resultan
ser una estrategia prometedora en el tratamiento de la antracnosis y posiblemente
permita prolongar la vida de anaquel de papaya 'Maradol’.

Palabras clave

Sistemas alternativos; recubrimientos comestibles; biopolimero; fitopatdogenos



SUMMARY

Colletotrichum gloeosporioides is one of the main fungi that attacks tropical and
subtropical fruits causing the disease known as anthracnose. This fungus causes
severe damage to the papaya production ‘Maradol’ in México. Chitosan-based
coatings in combination with other compounds have emerged as an environmentally
friendly and effective strategy to treat anthracnose. The present study considered
the evaluation of chitosan and sodium silicate individually and in combination at
different concentrations, analyzing factors such as the effect on mycelial
development, sporulation of conidia (in vitro), as well as their effectiveness in
reducing the damage caused. by this fungus and the effect on quality parameters in
papaya fruits ‘Maradol’ (in vivo). Morphological changes in the mycelium of C.
gloeosporioides were determined using scanning electron microscopy (SEM). The
results indicate that sodium silicate alone minimally reduced the growth of C.
gloeosporioides (9% inhibition). In contrast, chitosan treatments (0.1% to 1.5%)
significantly inhibited fungal growth (97-99%). In all cases, the combined treatments
(chitosan and sodium silicate) showed an additive effect. The effects of the
treatments on the development of the fungus in the SEM micrographs indicated that
chitosan alone and in combination with sodium silicate generates malformations in
the hyphae and compacted mycelium. In the fruit, the combined treatments of
chitosan and sodium silicate (1% + 0.5% and 0.5% + 1.5%) showed a reduction in
the development of anthracnose that varied between 51 and 57% respectively.
Besides, these treatments were shown to reduce the senescence of papaya fruits
stored at a temperature of 24 + 2 ° C with RH> 50%. In conclusion the combination
of chitosan and sodium silicate turns out to be a promising strategy in the treatment
of anthracnose and possibly allows to prolong the shelf life of papaya 'Maradol'.

Key words

Alternative system; edible coatings; biopolymer; phytopathogen
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es uno de los frutos tropicales de mayor importancia
econdmica dentro de la familia Caricaceae, su volumen de produccion a nivel
mundial se estima en 13 332 mil toneladas; y se exportan cerca de 371 mil toneladas
(FAO, 2017). Su consumo aporta beneficios al organismo, como propiedades
antioxidantes, ademas de ser una fuente muy rica en vitaminas, minerales y fibra
(Saeed et al., 2014; Yogiraj et al., 2014).

La papaya, es un fruto climatérico, lo que significa que su maduracion ocurre
después de la cosecha y se caracteriza por un aumento en la produccion de etileno
que se acompafia de ablandamiento, cambios en la coloracién de la epidermis y la

pulpa, ademas del desarrollo de un aroma fuerte (Mustaffa-Hamzah et al., 2012).

Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc. es un patégeno ubicuo, prolifero y
econémicamente de los mas importantes debido a que produce pérdidas en frutos
de clima tropical, subtropical y templado durante la postcosecha, ademas, es el
principal agente causal de la antracnosis en frutos de importancia econémica
(Zavala-Leon et al., 2004), teniendo presencia en frutos durante un estado inmaduro
(desarrollo) y permaneciendo en estado latente hasta su corte o en el comienzo de

su etapa de maduracion de consumo (Li et al., 2013).

Se ha estimado la antracnosis ocasiona mermas del 25-40 % en productos
fruticolas a nivel mundial (Safiudo-Barajas y Baez-Safiudo, 2011) generando
pérdidas cercanas a los $28 millones de doélares (InfoAgro, 2018). Lo anterior, ha
motivado el desarrollo de diversos métodos para proteger a los frutos del dafio por
este hongo, y técnicas que permitan ademas retardar la maduracién y prolongar su
vida en anaquel. El objetivo de estos métodos esta basado en controlar factores
como la tasa de respiracion, pérdida de humedad, e incremento de resistencia a

enfermedades en postcosecha (Almeida-Castro et al., 2011).

Es por ello que las pruebas en laboratorio desde hace algunas décadas se han

enfocado en generar modelos predictivos de infeccidbn y mecanismos de resistencia
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bioguimica para que en los frutos se pueda inhibir el desarrollo de C.

gloeosporioides (Pérez-Castro et al., 2003).

Una de las alternativas es la aplicacion de inductores de resistencia amigables con
el ambiente, que, solos o combinados con otros métodos sean eficientes en el
control de microorganismos, formen un recubrimiento sobre la cuticula de los frutos,
gue no solo inhiben el crecimiento de hongos, sino que a su vez controlen el proceso
de maduracion y el deterioro de los frutos ocasionado por sus actividades

metabdlicas como la senescencia (Bi et al., 2006).

Por un lado, se encuentra el quitosano, un biopolimero obtenido de la quitina
desacetilada de algunos insectos, hongos y crustaceos, que se ha utilizado como
un recubrimiento comestible para frutas y hortalizas debido a que puede modular el
intercambio de gases, ademas de tener actividad antimicrobiana y antifingica, por
lo que controla el desarrollo de microorganismos patégenos en los alimentos. Hoy
en dia, se ha demostrado que el quitosano es una alternativa confiable en su
aplicacion debido a que es biodegradable, no es toxico, es inocuo y ademas es
biocompatible con otros métodos de control de fitopatdgenos (Gutiérrez-Martinez et
al., 2018).

Por otro lado se encuentra el silicato de sodio (Na2SiOs3), una sal derivada del silicio
(Si), y uno de los elementos mas abundantes en la Tierra. El silicio, ademés de
generar un balance en los nutrientes del fruto, le proporciona una rigidez estructural
a la cuticula, creando asi resistencia a hongos fitopatdgenos (Tarabih et al., 2014;
Zhang et al., 2011; Bi et al., 2006).

En investigaciones recientes se le han atribuido al silicato de sodio algunas
propiedades funcionales, se sugiere que interviene en el metabolismo del fruto, en
especifico en la activacion de dos familias de enzimas (peroxidasa y quitinasa)
encargadas de los mecanismos de defensa ante algunos patégenos (Bi et al., 2006)
, Y se ha comprobado que a su vez también reduce la pérdida de agua en los frutos,
incrementa la cantidad de antioxidantes, compuestos fendlicos, reduce la tasa de
respiracion y con ello aumenta el tiempo de vida en anaquel, ya que se ha

demostrado que el silicato de sodio bloquea los estomas (Wang et al., 2017

2
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Moscoso-Ramirez & Palou, 2016). Varios autores reportan ademas el efecto
inhibitorio que el silicato de sodio y el silicato de potasio tienen sobre hongos
fitopatdgenos como Penicillium digitatum, Penicillium expansum, Trichotesium
roseum, Alternaria alternata, aplicado en postcosecha a melén (Cucumis melon L.
cv Yindi y Cantaloupe), naranja (Citrus sinensis L.), albaricoque (Armeniaca vulgaris
Lam), pera Pyrus communis L. cv Pinggouli) (Moscoso-Ramirez et al., 2016; Li et
al., 2012; Bo et al., 2011; Guo et al.,, 2007; Guo et al., 2003). Este compuesto,
aplicado en postcosecha a papaya reduce la susceptibilidad a la infeccion por C.
gloeosporioides hasta en un 50-60% (Bandara et al., 2015).

Los recubrimientos actuales consideran la combinacién de compuestos que
mejoran la permeabilidad, secado y las propiedades antimicrobianas, tal es el caso
del quitosano aplicado con gomas, aceites esenciales o silicato de sodio (Xu et al.,
2019; Guo et al., 2019; Aloui et al., 2014; Guerra et al., 2015).

Este trabajo tiene como objetivo evaluar recubrimientos a base de silicato de sodio
y quitosano, solos y en combinacién, en condiciones in vitro e in vivo sobre el hongo,
C. gloeosporioides, causante de la antracnosis, con el fin de controlar el dafio que
este hongo ocasiona a la produccién de papaya en postcosecha, y ademas

incrementar la vida en anaquel.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Produccién de papaya en México

La papaya (C. papaya L.), es un fruto originario del Sur de México y Centroamérica
(FAO, 2003) y es considerado uno de los frutales tropicales exdéticos con mayor
produccion a nivel mundial, siendo India el pais con los mas altos indices de
produccion, con aproximadamente 5 940,000 toneladas, esto quiere decir, que
cada dos toneladas de papaya que se producen en el mundo son originarias de este
pais (FAO, 2017).

México es uno de los paises con mayor produccion mundial de papaya, ubicandose
en el lugar cuatro, en cuanto a produccién, con un volumen de 1'051,960 toneladas,
contribuyendo con el 6,6% de la produccion mundial; entre los principales estados
productores del pais se encuentra Oaxaca, Colima, Chiapas y Veracruz. Oaxaca es
el mayor productor nacional con 328,084 toneladas, aportando el 31% de la
produccién nacional y con ganancias de tres mil 195 millones de pesos anuales
(SIAP, 2019). El estado de Nayarit ocupa el lugar 14 de 19 entidades productoras
de este fruto con un total de 7,430 toneladas anuales aportando el 1% de la

produccién nacional (SIAP, 2019).

La papaya contiene diferentes propiedades nutricionales y medicinales, haciéndolo
un producto de alto valor para la dieta humana, ya que aporta vitamina A, B, C,
antioxidantes y minerales, los cuales favorecen la salud (Saeed et al., 2014, Yogirai
et al.,, 2014). Es un alimento alto en fibra, por lo que contribuye a un mejor
funcionamiento en el proceso digestivo, ademas, regula los niveles de azlcar y
colesterol que se encuentran en el organismo. A su vez, aporta vitaminas B y B
caroteno lo que fortalece al sistema nervioso y mantiene en equilibrio la salud de la

piel (Vazquez-Garcia et al., 2010).
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2.2 Principales plagas y enfermedades que afectan la produccion en cultivos

de papaya

Las principales plagas reportadas en papaya son: el acaro blanco o cogollero
Polyphagotarsonemus latus, Banks, gusano cachon Erynnyis ello (L), lorito verde o
saltahojas Empoasca papayae Oman, la mosca de la fruta Anastrepha curvicauda
Gerstacker (antes Toxotryphana curvicauda Gerst), cogollo arrepollado (Bunchy-
top) Myzus persicae (Sulzer). Ademas, en México, se registran dafios por virus y
enfermedades ocasionadas principalmente por fitopatbgenos como las bacterias
Erwinia sp. Winslow, virus mosaico del papayo (VMP) Potexvirus spp. Bokx, virus
de la mancha anular (VMAP) Potyvirus spp. Purcifull, antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides, Penz. & Sacc.), entre algunas otras que se manifiestan en pre y
postcosecha. Las afectaciones son ocasionadas normalmente por los fitopatdbgenos
ya mencionados, siendo mas frecuente este Ultimo, ya que perjudican
principalmente al fruto, hojas, tallos y raices de la planta, ocasionando alteraciones

en el desarrollo de la misma (Juarez-Becerra et al., 2010; FHIA, 2007).

Este tipo de microorganismos son de gran importancia en la agricultura, debido a
su adaptabilidad y a su capacidad de reproduccion, ademas, algunos de estos
microorganismos tienen una etapa de latencia, por lo que el dafio no se aprecia
hasta la etapa de maduracion y por consiguiente en la comercializacion del fruto,
provocando pérdidas econémicas considerables a agricultores y comercializadores
(Bautista-Barios et al., 2013; Ramos-Garcia et al., 2010b; Ventura et al., 2004).

2.2.1 Fitopatégenos en papaya

Dentro de las principales enfermedades que afectan a frutos de papaya se
encuentran los dafos fangicos, que por falta de controles sanitarios durante la
cosecha y el almacenamiento son la causa principal de pérdida de producto
(Suérez-Quiroz et al., 2013; Flores et al., 2009).

Dentro de las enfermedades causadas por fitopatbgenos que afectan al cultivo de

papaya se encuentran: a) las pudriciones pedunculares, causadas por
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Lasiodiploidia theobromae (Griffon&Maubl.) y Phoma caricae-papayae (Punith) b) la
pudricion acuosa causada por Rhizopus stolonifer (Ehrenberg), (Suarez-Quiroz et
al., 2013), la mancha anular causada por un virus que es considerado uno de los
mas importantes, pues infecta a la planta sin importar la edad de ésta (Ventura et
al., 2004), c) la pudricién de la raiz, causada por los hongos Phytophthora sp. y
Pythium sp. provocada por suelos mal drenados, d) la mancha negra producida por
el hongo Asperisporium sp., que ataca principalmente hojas y frutos y ocasiona
reduccion en la fotosintesis y e) la antracnosis, provocada por el hongo
Colletotrichum sp. que dafia a los frutos tanto en campo como en postcosecha,

teniendo mayor efecto en esta ultima (Bautista-Bafos et al., 2013).

La antracnosis es una de las enfermedades de mayor importancia en frutos
tropicales y subtropicales, debido a que se presenta en cultivos de importancia
econémica como mangos, papayas, citricos, guanabanas, aguacate, café, cultivos
ornamentales, entre otros (Silva et al., 2016). Cabe destacar que, la papaya es uno
de los frutos mas susceptibles en postcosecha, por lo que el manejo debe ser

cuidadoso para evitar pérdidas cuantiosas (Suarez-Quiroz et al., 2013).

2.2.2 Colletotrichum sp. en papaya

Existen alrededor de 900 especies del género Colletotrichum, de los cuales
Colletotrichum gloeosporioides (Penz & Sacc.) y Colletotrichum acutatum (J. H.
Simmonds) han sido identificados como los principales agentes causantes de la
antracnosis en papaya, de manera secundaria se registran C. magna (Jenkins &
Winstead), C. brevisporum (Phouliv) y C. truncatum (Schwein) (Molina-Chaves et
al., 2017; Duran y Mora, 1987).

Calzada-Torres y colaboradores (2012), mencionan que en el campo mexicano se
encuentran dos especies del género Colletotrichum que afectan diferentes partes
de la planta (raices, flores, tallos) y frutos, causando dafios en la cosecha y pérdidas
postcosecha estimadas en un 50% de la produccion. C. gloeosporioides (Penz &

Sacc.), C. truncatum (Butler & Bisby) son los principales responsables de estas
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afectaciones; esta enfermedad se ha reportado en Campeche, Chiapas, Quintana

Roo, Tabasco, Veracruz y Yucatan (Calzada-Torres et al., 2012).

Debido a que C. gloeosporiodes no es exclusivo de frutos como la papaya, tiene la
capacidad de adaptarse a distintos entornos, principalmente en ambientes
tropicales y subtropicales. La sintomatologia de esta enfermedad se caracteriza por
la presencia de lesiones oscuras y hundidas, en forma circular o elipsoidal, dentro
de la cual se presenta una cantidad considerable de esporas compactadas con una
tonalidad salmén, naranja o rosa (Contreras-Hernandez, 2006; Binyamini y
Schiffmann-Nadel, 1972).

Los efectos que causan los hongos en las plantas pueden catalogarse en dos tipos:
a) local, en el cual, el hongo solo afecta una porcion pequefia de tejido sano, donde
el micelio crece intercelularmente ocasionando manchas pequefias o grandes de
coloracién oscura y a su vez ligeramente hundidas afectando solamente a la
cascara, sin embargo, en casos mas severos puede afectar a la pulpa (Araya-
Vargas, 2010), y b) general, teniendo un dafio mayor afectando a la planta por
completo, sin embargo, en una misma planta pueden presentarse los dos
fendbmenos (Figura 2.1) (Botero-Ospina, 1999), produciendo necrosis en el tejido

infectado (Juarez-Becerra et al., 2010).

2% A Y
Figura 2.0.1 Presencia de antracnosis ocasionada por el hongo Colletotrichum
gloeosporiodes en fruto de papaya (Fuente: Torres-Calzada et al., 2013).
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2.2.3 Pérdidas econdmicas por Colletotrichum sp. en el cultivo de papaya

Colletotrichum sp. ocasiona pérdidas cuantiosas en paises productores de frutos
tropicales, un ejemplo es Brasil, cuyas pérdidas se han reportado hasta en un 90%
del total de la produccion nacional en condiciones ambientales idoneas debido al
desarrollo del hongo (Tatagiba et al., 2002). En Costa Rica, se reporté un 40% de
incidencia de antracnosis en aproximadamente 90% de las plantaciones que no
fueron tratadas con control quimico (Solano y Arauz, 1995), y cuyas pérdidas
econdémicas sobrepasan el 24%, es ademas, la principal causa de rechazo en las

exportaciones hacia otros paises (Bogantes-Arias y Mora-Newcomer, 2013).

Las especies de Colletotrichum atacan en cualquier estado de crecimiento a las
plantas y frutos de papaya, aunque se observan dafios con mayor severidad en
postcosecha. En México se estima que alrededor del 50% de este fruto se ve
afectado por la presencia de este hongo, por lo que, los productores optan por
utilizar mecanismos de proteccion a base de productos quimicos como son los
fungicidas, los cuales tiene un efecto en la inhibicidén del crecimiento del hongo. Sin
embargo, se ha documentado resistencia a algunos tipos de fungicidas como el
benomilo, ademas de ser perjudiciales al medio ambiente, también suelen propiciar

danos a la salud humana (Torres-Calzada et al., 2013).

En postcosecha, Colletotrichum sp. en el afio 2014 se estimaron pérdidas de
produccion en huertos comerciales cercanas al 35% en los estados de Chiapas y
Campeche, es por ello que los esfuerzos se centran en encontrar y mejorar
estrategias que permitan minimizar los dafios por esta enfermedad (Tapia-Tusell et
al., 2016).

2.3 Recubrimientos comestibles

Segun la FAO, durante el afio 2017, el volumen de alimentos perecederos que se
desperdiciaron se estimo en 1,300 millones de toneladas; los principales factores
reportados fueron, el manejo inadecuado de los productos en postcosecha y el

incorrecto almacenamiento de los productos (FAO, 2018).
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Solano-Doblado y colaboradores (2018), proponen que los recubrimientos
comestibles pueden ser una de las alternativas al control quimico con un efecto
positivo en el control e inhibicién de algunos agentes fitopatdgenos, debido a que
se utilizan con la finalidad de proteger a frutos y vegetales durante la etapa

postcosecha.

Ramos-Garcia y colaboradores (2010a) definen un recubrimiento comestible como
una matriz continua, delgada, que se estructura alrededor del alimento
generalmente mediante la inmersion del mismo en una solucion formadora del
recubrimiento. Los recubrimientos y peliculas comestibles estan constituidos por
finas peliculas de polimeros naturales (polisacéaridos, proteinas animales y
vegetales, lipidos) los cuales son biodegradables, seguros e inocuos, que sirven de
barrera selectiva a los gases como el Oz, CO2 y etileno, disminuyendo la pérdida de
agua y los procesos oxidativos como el pardeamiento enzimatico y el crecimiento
microbiano; aumentando la resistencia a dafios mecanicos en frutos (De Ancos et
al., 2015)

La clasificacion actual, derivada de una serie de investigaciones sobre la naturaleza
de las peliculas, se basa en la fuente principal de la cual provenga el recubrimiento,
por lo que se clasifican en: a) recubrimientos a base de lipidos (acidos grasos y
ceras), b) peliculas compuestas (bicapas y conglomerados) e c) hidrocoloides o
gomas que incluyen a los recubrimientos a base de polisacaridos y proteinas
(Kumar-Raghav et al., 2016).

Los elaborados a base de lipidos, debido a su naturaleza hidrofobica reducen la
pérdida de agua, ademas, le brindan al fruto proteccion frente a la oxidaciéon y el
crecimiento bacteriano ademas de aportarle brillo, lo que mejora su presentacion en
el mercado. Sin embargo, al no tener una naturaleza polimérica su cohesion a la

superficie se encuentra limitada (Velazquez y Guerrero, 2014).

Los recubrimientos elaborados a partir de proteinas son de naturaleza hidrofilica,
son susceptibles al paso de vapor de agua, sin embargo, ejercen un control en el

intercambio de gases debido a que tienen una mejor retencion de oxigeno. El uso
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de este tipo de recubrimientos depende del peso molecular, conformaciones,

propiedades eléctricas y la estabilidad térmica (Montalvo et al., 2012).

Los recubrimientos a base de polisacaridos son hidrofilicos y se utilizan para
mantener algunas propiedades como el color, textura, sabor, ademas de prolongar
la vida en anaquel de frutos y hortalizas. A diferencia de los recubrimientos antes
descritos, este presenta mayor adherencia, una textura mas homogénea y una
tonalidad transparente, ademas, tiene una permeabilidad moderada al Oz, (Kumar-
Raghav et al., 2016).

Sin embargo, por su solubilidad en agua, sus propiedades mecéanicas son limitadas
y muestran baja retencion de humedad (Miramont, 2012), por lo que se ha optado
por combinar este tipo de recubrimientos con algunos materiales hidr6fobos como
aceites y ceras para mejorar sus propiedades mecénicas (Vazquez y Guerrero,
2013).

Actualmente, se han mejorado los recubrimientos comestibles, a fin de modular la
pérdida de agua y controlar algunas enfermedades, aumentando con ello su vida en
anaquel. Los productos mayormente utilizados son la goma policaju, la cual se
extrae a partir de la goma exudada del marafién (Anacardium occidentale L.);
galactomanos e hidrocoloides con gran capacidad de estructurar matrices, a base
de unidades manosa/galactosa. Aloe vera L., que es un gel extraido de la pulpa de
Aloe barbadensis Mill., el cual ayuda a retrasar el crecimiento de algunos hongos.
También se encuentra el quitosano, un biopolimero que aporta un valor potencial a

la industria alimentaria (Quintero et al., 2010).

Este ultimo ha tenido resultados positivos en el control de fitopatégenos, ademas
contribuye al incremento de la vida en anaquel de los frutos, asi como una reduccién
en la susceptibilidad de enfermedades inducidas por hongos (principalmente
afectaciones dadas por Colletotrichum sp) y bacterias en citricos (Salvador-
Figueroa et al., 2003; Chien et al., 2007; Fortiz-Hernandez et al., 2011), arandanos
(Duan et al., 2011), mango (Gutiérrez-Martinez et al., 2017; Hoa et al., 2002),
guayaba (Hong et al., 2012), fresas (El-Ghaouth et al., 1992), platano (Gutiérrez-
Martinez et al., 2017; Win et al., 2007), papaya (Marpudi et al., 2011), guanabana
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(Ramos-Guerrero et al., 2018; Gutiérrez-Martinez et al., 2017), entre otros cultivos

de importancia econémica.

2.4 Quitosano

El quitosano es uno de los pocos polisacaridos catidnicos naturales obtenido
mediante la desacetilacion de la quitina, teniendo la particularidad de ser un
producto biodegradable, no toxico, semipermeable con propiedades filmogénicas y
antimicrobianas, por lo que le convierte en un material adecuado para el empaque

de alimentos y formacion de recubrimientos (Khan et al., 2000).

Su mecanismo de accion es diverso y actla como: a) pelicula o recubrimiento, el
cual se encarga de la modificacion de la atmdsfera en el fruto teniendo como
resultado una disminucién en la interaccién de gases ambiente-fruto, aumentando
el tiempo de vida del producto y asi como desacelerando la senescencia del mismo
(Bautista-Barios et al., 2017), b) inductor, encargado de la activacion de proteinas
de bajo peso molecular relacionadas a la patogenicidad de las plantas, ademas,
algunas de estas presentan actividad enzimatica como la quitinasa, glucanasa y
peroxidasa relacionadas a la activacion del mecanismo de defensa de la mayoria
de especies vegetales, asi como el comienzo de actividades como la sintesis de
lignina y calosa, produccion de fitoalexinas e inhibidores de proteasas y proteinas
relacionadas a la defensa del fruto (Rodriguez-Pedroso et al., 2009; Ben-Shalom et
al., 2003), c) antimicrobiano y antifingico, debido a que es un biopolimero catiénico,
la densidad de sus cargas positivas le confieren sus propiedades antimicrobianas y
antimicéticas (Giraldo-Pedraza, 2015). Esta fase de su mecanismo de accion es
debido a los grupos aminos protonados a un pH de 5.6, formando complejos poli-
electrolitos con los grupos acidicos y basicos de la superficie celular y con ello
creando desordenes (Rodriguez-Pedroso et al., 2009), sin embargo, la efectividad
de éste se verd afectada por la concentracién, grado de desacetilacién, peso
molecular, tipo de quitosano, la cepa objetivo, entre otros (Bautista-Bafos et al.,
2017).
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En algunos estudios ultraestructurales realizados en diferentes patdogenos se
mostro que el quitosano llega a erosionar la pared celular, lo cual se relaciona con
el incremento del material proteico encargado de la defensa de los frutos y aunado
a la reduccion del crecimiento micelial, a su vez, la interaccion de la carga positiva
de la molécula de quitosano, con las carga negativa de las células microbianas
tienen como resultado la salida de proteinas y otros constituyentes intracelulares
(Kong et al., 2010; Rodriguez-Pedroso et al., 2009).

Recientemente, se han desarrollado investigaciones con miras a la generacion de
quitosanos mejorados, en estos, el quitosano actla de manera sinérgica con otros
métodos de control, para mejorar su actividad patogénica, combindndose también
con otros meétodos de conservacion como los térmicos, radiacion UV, envasado de
atmosfera modificada (MAP), derivados vegetales, acidos inorganicos, sales,
microorganismos antagonistas, fungicidas y otros recubrimientos (Bautista-Bafios
et al., 2017).

Dentro de las actividades principales de un recubrimiento comestible esta el formar
una atmésfera modificada que regula algunos cambios fisicoquimicos de los frutos
como el color, firmeza, respiracion, produccion de etileno, inhibicién del crecimiento
microbiano, entre algunas otras, otorgandole proteccion al alimento (Quintero et al.,
2010; Oms-Oliu et al., 2008).

Se tiene registrado que aplicaciones de quitosano en mango “Tommy Atkins”
indujeron resistencia al crecimiento y desarrollo de Colletotrichum sp. (Berumen-
Varela et al., 2015), asi como una inhibicion de crecimiento de Alternaria alternata
en el mismo cultivar (Lopez-Mora et al., 2013). A su vez, combinaciones con otro
tipo de inductores de resistencia a enfermedades causadas por patdgenos como el
acido salicilico o metil-jasmonato pueden potenciar la actividad fungica del
quitosano (Ramos-Guerrero et al., 2018).
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2.5 Generalidades del Silicato de sodio

En investigaciones recientes en el campo de la fitopatologia se ha impulsado la
implementacion de nuevas tecnologias de prevencion, basadas en el uso de
controladores biologicos, sustancias promotoras de resistencia como el silice, las
cuales son capaces de estimular la produccion de fitoalexinas e incluso activan
genes ligados al estrés bidtico y abiético, incrementando las defensas naturales de

las plantas contra los patégenos (Araya-Vargas, 2010).

El silicio es uno de los elementos méas abundantes en el planeta, ya que se combina
facilmente con otros elementos en el suelo y muestra efectos positivos en

practicamente todas las plantas (Guo et al., 2019).

Se ha demostrado que el silice puede estimular la resistencia de algunas
enfermedades en las plantas, aumentando la actividad de la peroxidasa y quitinasa,
las cuales son enzimas que se relacionan con la resistencia a los fitopatégenos,
siendo la primera a que induce a reforzar la pared celular y ademés se encuentra
involucrada en la biosintesis de la lignina y la segunda hidroliza la pared celular de
los hongos fitopatdgenos, y en algunos casos se ha observado que la actividad del
silice en plantas con afectaciones de hongos puede estimular la aparicién de
compuestos que pueden contribuir a la generacién de fitoalexinas, por lo que

también se puede utilizar en el periodo postcosecha (Araya-Vargas, 2010).

El ion SiO4 es considerado la unidad fundamental de los silicatos, la cual esta
ordenada en forma de tetraedro regular, estando unido a enlaces 50% iGnicamente
y 50% covalentemente (Rodriguez-Alegre, 2006).

El silicato de sodio (Na2SiO3s) (Figura 2.2) es una solucion acuosa de 6xido de sodio
(Na20) y dioxido de silicio (SiO2) combinado en diferentes proporciones y variando
en las relaciones de estos compuestos se obtienen soluciones con diferentes

aplicaciones (Basso y Conci, 2007).
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O

Na* 1 Na*
Si
-O 7~ O-
Figura 2.0.2 Estructura quimica del silicato de sodio (Fuente:
Internet)

Es por eso que se han desarrollado estudios en busca de nuevas propiedades en
el uso de silicato de sodio, dentro de los que destacan la utilizacion de este
compuesto como recubrimiento, debido a que no tiene afectaciones por aceites,
cebo y grasas minerales, otorgandole al producto como la madera o papel

resistencia al fuego y plagas (Basso y Conci, 2007).

2.5.1 Aplicaciones del silicato de sodio en frutos postcosecha

Una de las propiedades del silicato de sodio es su efecto inhibitorio sobre
fitopatbgenos en frutos y hortalizas; ademas, regulan el intercambio de gases
aumentando la vida de anaquel. Las sales se colocan en las lenticelas del fruto
disminuyendo la tasa de respiracion y con ello, disminuyendo la pérdida de agua,
firmeza del fruto y manteniendo la calidad de los alimentos en postcosecha
(Bandara et al., 2015).

De acuerdo a Elsherbiny y Taher (2018), el silicato de sodio presenta tres métodos
diferentes de accion contra el ataque a patdgenos y proteccion a frutos y plantas: a)
formacion de una barrera mecanica debido a la sintesis polimérica que permite la
adhesion a la pared celular, teniendo un efecto en la respiracién de los frutos y
plantas, b) inductor, encargandose de la activacibn de enzimas asociadas a la
defensa como la fenilalanina amonio liasa, polifenoloxidasa, peroxidasa, quitinasa y

B-1-3-glucanasa, c) antifungico, produciendo y acumulando compuestos como las
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fitoalexinas, fenoles, flavonoides y proteinas durante la infeccion del patégeno,
ademas, una vez en la planta activa las vias de sefalizacion y transcripcion de
genes relacionados a la defensa, como las MAPK, NPR1, &cido salicilico y el cebado

de la planta (priming).

También se le ha atribuido el efecto de resistencia frente al estrés biético y abidtico
en las plantas, jugando un papel importante en la tolerancia al estrés salino,
disminuir la toxicidad de algunos metales debido a que influye en la actividad de las

enzimas antioxidantes (Roohizadeh et al., 2015).

El silicato, aplicado a frutos, juega un papel importante como componente de la
pared celular, esto va de la mano con la capacidad de ser un nutriente vegetal
funcional, por lo que en algunas investigaciones el mecanismo de accién que tiene
el Si actta en el tejido del fruto, en el cual interrumpe sefiales que derivan en una
activacion mas rapida y extensa de los mecanismos de defensa ante algunos
patdgenos, esta accion de proteccion se presenta por la activacion de dos familias
de enzimas, la peroxidasa y quitinasa, las cuales interfieren en procesos como la
acumulacion de lignina, compuestos fendlicos y proteinas relacionadas con la
patogénesis en las plantas infectadas (Moscoso-Ramirez & Palou, 2016; Bi et al.,
2006).

También se le ha atribuido un papel fundamental en el incremento de la actividad
de la catalasa, por lo que se ve afectada la actividad del tejido mesocarpial,
haciendo que el Si se vaya depositando entre la pared celular y la membrana celular
(Moscoso-Ramirez & Palou, 2015). Este mecanismo disminuye la permeabilidad de
la membrana limitando la peroxidacion de lipidos, por lo que, al impregnarse en las
partes intracelulares de la cascara del fruto se cubren los estomas, y con ello se
mantiene la humedad del fruto, se reduce su respiracion y su pérdida de peso.
Ademas, se muestra un aumento en la reserva de antioxidantes lo que deriva en el

aumento en el tiempo de vida postcosecha de los frutos (Tesfay et al., 2011).

Los silicatos mas usados en la industria, debido al mecanismo de accién que ejerce
sobre algunos frutos son: el silicato de potasio, sodio y calcio probado en frutos
como melon (Bi et al., 2006; Guo et al., 2007), jujube (Guo et al., 2019), aguacate
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(Tesfay et al., 2011), fresas (Lopes et al., 2014), naranjas y mandarinas (Li et al.,
2019), albaricoques (Bo et al., 2011) inclusive se ha utilizado con mezclas de
algunas soluciones como el quitosano para lograr un efecto potenciado en la
inhibicién de hongos fitopatdgenos (Guo et al., 2019) y debido a las propiedades de
ambos para poder mejorar otras caracteristicas fisicoquimicas en los frutos, como
ya lo ha reportado Al-Eryani-Rageeb y colaboradores (2009) y Sivakumar y
colaboradores (2005), en el que evaluaron el efecto de quitosano y soluciones de
carbonato de amonio en la incidencia de antracnosis en papaya, al igual que el
efecto de quitosano y calcio en la inhibicidén significativa de antracnosis con en el

mismo objetivo.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

Carica papaya o papaya es uno de los frutos tropicales de mayor demanda a nivel
mundial, lo que hace que sea un fruto de los mas importantes en la economia
internacional; México se encuentra entre los cuatro productores principales de este
fruto en el mundo (FAO, 2017).

Uno de los patégenos que causa dafios severos en los cultivos es el hongo
Colletotrichum gloesporioides, el cual, se adhiere facilmente a los frutos y es capaz
de penetrarlo y desarrollarse rapidamente, afectando la calidad y apariencia del
producto y ocasiona pérdidas estimadas del 50% en la produccion mundial de

papaya.

La aplicacion de tratamientos postcosecha como el recubrimiento a base de
quitosano y la suspensidon de soluciones de silicato de sodio, se han utilizado en
frutas y hortalizas para inhibir el desarrollo de fitopatdbgenos fungicos, ambos
tratamientos resultan ser prometedores, ya que inducen la resistencia natural de
frutas a estrés abidtico y bidtico, tienen propiedades antifungicas y extienden la vida

de anaquel.

Sin embargo, la tendencia actual en el desarrollo de recubrimientos sugiere el uso
combinado de uno o mas compuestos, que permitan incrementar los beneficios de
las peliculas confiriéndoles mejores propiedades antimicrobianas y antifungicas
regulando eficientemente el intercambio de gases, incrementando la solubilidad,
cobertura y secado de las filminas. Es por ello que se necesitan desarrollar nuevas

combinaciones, que cumplan con las caracteristicas antes descritas.

El objetivo de esta investigacion fue aplicar un recubrimiento comestible utilizando
como base el silicato de sodio y quitosano en frutos de importancia econémica como
la papaya (Carica papaya L.) para incrementar su efectividad en la inhibicion del
hongo causante de la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), manteniendo
las caracteristicas organolépticas de los frutos y extendiendo su tiempo de vida de

anaquel.
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La combinacion de quitosano y silicato de sodio en las distintas concentraciones
evaluadas tendra un efecto sinérgico o aditivo sobre la inhibicién del desarrollo del
hongo C. gloeosporioides (in vitro e in vivo), el agente causal de la antracnosis sin

afectar las propiedades de los frutos de papaya ‘Maradol".
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CAPITULO 5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

- Evaluar el efecto in vitro e in vivo del silicato de sodio y quitosano en el control
de Colletotrichum gloeosporioides (Penz&Sacc) y en la calidad de frutos de

papaya (Carica papaya) cv. Maradol en postcosecha.

5.2 Objetivos Especificos

- Evaluar a nivel de prueba in vitro el efecto de los tratamientos de silicato de
sodio y quitosano (a diferentes concentraciones) sobre el diametro micelial,
esporulacién y germinaciéon de C. gloeosporioides.

- Evaluar laincidencia y severidad en frutos de papaya cv. Maradol infectados
por C. gloeosporioides tratados con silicato de sodio y quitosano
almacenados a 24 + 2°C.

- Analisis del efecto de los tratamientos de silicato de sodio y quitosano sobre
el desarrollo micelial de C. gloeosporioides mediante Microscopia Electronica
de Barrido (SEM).

- Evaluar los parametros fisicoquimicos (firmeza, sélidos solubles totales,
pérdida fisioldgica de peso, color) en frutos de papaya cv. Maradol tratados

con silicato de sodio y quitosano almacenados a temperaturas de 24 + 2°C
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CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Preparacion del Material Biologico

6.1.1 Reactivacion de Colletotrichum gloeosporioides

Se preparé un medio de cultivo con fruto de papaya, disolviendo en 400 mL de agua
destilada con ocho gramos de agar bacteriologico marca MCD Lab® y 28 g de
papaya fresca (principalmente pulpa y piel), posteriormente se agitd hasta obtener
una muestra homogénea, y finalmente se esterilizé a una temperatura de 120° Cy
1.5 PSI de presion. Una vez estéril el medio, se procedié a vaciar en cajas Petri de

80 mm de diametro (20 mL por caja).

Las cepas conservadas a -80°C (aisladas de trabajos anteriores por el grupo de
trabajo) se descongelaron en la campana de flujo laminar y se colocaron en papel
filtro hasta que se secaron completamente. La inoculacion del hongo se realiz6 en
las cajas Petri con medio de papaya, previamente preparado y se incubaron a 27°C

en la cAmara de crecimiento por seis dias.

6.1.2 Preparacion de los tratamientos

Se prepararon cuatro concentraciones de silicato de sodio Sigma-Aldrich® (0.5, 1.0,
15y 2.0 %), para ello se verti6 el gramaje pesado en agua destilada dejando
preparado un litro de solucion. El pH de las soluciones oscilé en un rango de 11.1 a
11.9, la alcalinidad es propio del mismo reactivo. Las soluciones de quitosano de la
marca comercial América Alimentos®, de alto peso molecular se prepararon a
concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 y 1.5 %, para su disolucion se agregé 2.0 % de
acido acético glacial (v/v), y posteriormente las concentraciones se estabilizaron a
un pH de 5.6 con una solucién de hidroxido de sodio (NaOH 1N). A fin de potenciar
el beneficio de ambos compuestos, también se evaluaron tratamientos de silicato
de sodio con quitosano en sus multiples (Cuadro 6.1), ademas del acido acético al

2% como testigo y agua destilada como control.
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6.2 Aplicacion de tratamientos

Los tratamientos propuestos se aplicaron mezclando cada una de las
concentraciones establecidas con ADP en cajas Petri (relacion 1:3) agregando cinco
mililitros del tratamiento y 15 mililitros de agar, una vez que el medio gelific, se
colocaron discos miceliales de 5 mm de diametro del hongo C. gloeosporioides, en
el centro de las cajas Petri. El control consistié en cajas con solo medio ADP sin
aplicacion de alguno de los tratamientos. Las cajas se incubaron a 27 + 2°C, cada
tratamiento se evalud por triplicado, 78 cajas Petri totales por duplicado. Los

mejores tratamientos estadisticamente evaluados se utilizaron en la etapa in vivo.

6.3 Disefio experimental y andlisis estadistico de los ensayos in vitro

Para esta etapa se utilizaron dos tipos de andlisis diferentes, el primero fue un
analisis de medidas repetidas (ANOVA) para los tratamientos aplicados de manera
individual y un disefio factorial 4> completamente aleatorizado, teniendo como
factores a) recubrimiento (silicato de sodio, quitosano), b) la concentracion que
difiere entre recubrimientos, para los tratamientos combinados, para lo cual se
utilizara un andlisis factorial (ANOVA). En todos los casos se revisaron los
supuestos de normalidad y homocedasticidad, cuando estos no se cumplian se
utilizé la transformacion de datos. Ambos analisis se evaluaran en un curso temporal
(cada dos dias durante 10 dias), las variables de respuesta comprendieron: 1)
crecimiento micelial, 2) esporulacién de las muestras in vitro, en caso de existir
diferencias significativas de los tratamientos en ambos andlisis, se utilizaran
comparaciones de medias Tukey (a<0.05) en los tratamientos y fecha de revision.
Los analisis se realizaron con el paquete estadistico STATISTICA 10 (Statsoft,
2011).
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Cuadro 6.1 Disefio experimental de pruebas in vitro.

Tratamiento

Concentracion

Dias de evaluacion

Control
Testigo (A. A.)
Quitosano

Silicato de sodio

*Combinaciéon

0
2.0%
0.1% - 0.5%
1.0% - 1.5%
0.5% - 1.0%
1.5% - 2.0%

*Propuestas

*Anexo. Disefio experimental completo de la prueba in vitro

6.4 Pruebas in vitro

6.4.1 Determinacion del crecimiento micelial

El crecimiento micelial en cada uno de los tratamientos, se evalu6 siguiendo la

técnica utilizada por Ramos-Guerrero et al., (2018) con algunas modificaciones, es

decir, se tomé un disco de 3 mm de micelio, proveniente de la periferia de las cajas

Petri (6 cajas diferentes) previamente inoculadas con el hongo C. gloeosporioides

obtenido del cepario del ITTepic con un desarrollo de seis dias. Este se coloc6 en

el centro de cada una de las cajas Petri preparadas con los diferentes tratamientos,

incluyendo el control (solo ADP) y un testigo (4cido acético al 2.0%) para fines

comparativos.

Las cajas ya inoculadas se incubaron a una temperatura de 27°C. El diametro

micelial se midié cada 48 horas durante 10 dias con ayuda de un vernier digital

marca Trupper (L6pez-Mora et al., 2013).
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6.4.2 Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial

Para calcular el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial se utilizé la féormula
(1), utilizada en trabajos anteriores (El Ghaouth et al., 1992; Ramos-Guerrero,
2018):

Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial =

Diametro de la colonia control—Diametro de la colonia de tratamiento

X100 (1)

Diametro de la colonia control—Diametro del disco inicial

6.4.3 Esporulacién

La esporulacion se midid, colocando primeramente a las cajas Petri ya inoculadas
con los distintos tratamientos 10 mL de agua destilada esteril y 1 mL de Tween 80,
esta técnica previene la agregacion de conidios. La superficie se rasp6 con la ayuda
de una varilla de vidrio estéril, posteriormente ésta suspension se filtré con una gasa
estéril depositandose la solucion en tubos de ensaye. Para el conteo de esporas se
tomaran 50 L de las distintas soluciones, colocandose la alicuota sobre la cAmara
de Neubauer. El conteo se realizé visualizando el nUmero de conidios/mL con ayuda

de un microscopio éptico marca Motic BA300 utilizando el objetivo 40X.

Para calcular el nimero conidios/mililitro se utilizo la formula (2):

Cel N

—-25-10*-F=N-25-103-F 2

mL 10

Siendo:

N: Suma total de conidios contadas en los 10 cuadrados (5 arriba + 5 abajo)

25: Numero de cuadrados en cada camara

103%: Factor para pasar el nimero de conidios en el cuadrado central (volumen=
0.1mm?3 = 0.1 yL) a nimero de conidios por mL (1000mm?3 = 1000uL) 10N

F: Factor de dilucion
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6.4.4 Evaluacion de la combinacién de tratamientos

El efecto de la combinacion e interaccion de las 16 concentraciones de quitosano y
silicato de sodio se evaluo aplicandose la férmula utilizada por Oliveira et al., (2017).
El efecto sinérgico se determiné6 mediante el método de Abbott (Abbott, 1925)
retomada por Oliveira et al., (2017). El porcentaje total de la inhibicion del
crecimiento micelial esperado (CFMwuexp) para cada mezcla sigue la formula
mencionada (3):

CMFl%esxp = (CHTl%ObS + SiSTl%obs) - (CHTl%obs * SiSTl%obs/loo)

Siendo:
CMFuesxp: porcentaje de crecimiento micelial esperado.

CHT 1uobs: €l porcentaje de inhibicion registrado para el quitosano al 0.1% sobre el
crecimiento micelial final (CHT2, CHT3y CHT4 [eq. 2 0.5%, 1% y 1.5% de quitosano
respectivamente]).

SiST1wobs: €l porcentaje de inhibicion registrado para el silicato de sodio al 0.5%
sobre el crecimiento micelial final (SiST2, SiST3, SiST4 [eq. a 1%, 1.5% y 2% de

silicato de sodio respectivamente]).

A cada efecto de las mezclas se le asigno un indice de Abbott (Al) cuya férmula (4)

sefala:

Al = CMF 1y /CMF 1y

Que el indice de Abbott para cada mezcla serd el resultado del porcentaje del
crecimiento micelial observado para cada combinacion entre el porcentaje de

crecimiento micelial esperado.

indices de Abbott = 1.5 presenta un efecto sinérgico, en el rango = 0.5 a 1.5 presenta

un efecto aditivo y < 0.5 presenta un efecto antagénico.
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6.4.5 Pruebas con Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El trabajo de microscopia se realizd seleccionando los tratamientos mas
contrastantes obtenidos en la etapa in vitro (quitosano 0.1% y 1%, silicato de sodio
0.5% y 1.5%, quitosano 0.5% + silicato de sodio 1.5% y quitosano 1% + silicato de
sodio 0.5%).

Previamente se inocularon discos de C. gloeosporioides en medio ADP junto con
los tratamientos seleccionados, ademas de un control y un testigo (acido acético
2%) y se incubaron por 12 dias a 26°C. Una vez desarrollado el patégeno siguio el
protocolo propuesto por Ramos-Guerrero et al., (2018) para este fin, con ligeras
modificaciones como las que se mencionan a continuacién. En resumen, se cortaron
las muestras con ayuda de una navaja para afeitar, se colocaron en viales
previamente etiquetados a las cuales se agregaron 3 mL de fijador Karnovsky (pH
7.4) por 24 h a 4°C, posteriormente las muestras se lavaron con buffer de fosfato
durante cinco minutos en tres repeticiones por tratamiento. Las muestras se
deshidrataron con etanol a concentraciones graduales (30-90% v/v) por espacio de
una hora para cada concentracion con intervalos de agitacion de 15 minutos y
finalizando al 100% durante 20 minutos en tres ocasiones. Las muestras se secaron
hasta punto critico con CO2 durante 40 minutos (secador de quoram K850, Quorum
Technologies Ltd. EE. UU.). Por dltimo, se montaron en portaobjetos y se cubrieron
con oro usando un ionizador de metal (quorum Q150RS, Quorum Technologies Ltd.
EE. UU.). Las muestras se examinaron utilizando un microscopio electrénico de
barrido (Quanta FEG 250, FEI Company Quanta TM, EE. UU.) el cual funciona a 5

kV y se fotografiaron.

6.5 Pruebas in vivo

Los frutos utilizados para esta etapa fueron cosechados en la localidad de Benito
Juarez a la altura de Trapichillo, perteneciente al estado de Nayarit, se trasportaron
en cajas al Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos en el Instituto Tecnoldgico de

Tepic, posteriormente se lavaron con una solucion clorada al 2% (v/v) durante 1
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minuto, y se secaron a temperatura ambiente. Se procedio a la inoculacion mediante
un sistema de herida con la ayuda de un punzon de 5 mm de profundidad y se
colocaron discos de micelio de 3 mm de diametro sobre la herida. Después de
inoculados los frutos se les aplicaron los tratamientos de quitosano 0.5% + silicato
de sodio 1.5%, quitosano 1% + silicato de sodio 0.5% y un control (todos aplicados
por aspersion), se dejaron secar a temperatura ambiente por 60 min y se
almacenaron en un area con temperatura y humedad controlada (24 + 2°C y > 50%
HR) durante 12 dias. En intervalos de 48 horas se procedio a la evaluacion del

porcentaje de severidad de la enfermedad.

6.5.1 Porcentaje de severidad de la enfermedad

Para evaluar el porcentaje de severidad de la enfermedad se tomaron evidencias
fotograficas los dias de evaluacion a fin de observar la evolucion de la infeccion.
Ademas, se midio el desarrollo micelial de las heridas inoculadas. La severidad se

calculo utilizando la férmula 5 propuesta por Hernandez-Lauzardo et al., (2008).

% Severidad = 2= X 100 (5)

Donde:

DLA: Diametro promedio de las lesiones de las heridas control

DLC: Didmetro promedio de las lesiones de las heridas tratadas

Didmetro de lesion= Diametro de la zona afectada — Diametro de la herida

Para este analisis se dara un valor numérico a la severidad de acuerdo a la siguiente

escala propuesta por Andrades et al., (2009), que se muestra en el Cuadro 6.2.
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Cuadro 6.2. Escala para la determinacion del porcentaje de severidad en los frutos
(Fuente: Andrades et al., 2009).

Grado % de severidad

0 0

1 1-3
2 4—-6
3 7-12
4 13-25
5 26 — 50
6 51-75
7 76 — 87
8 88 -94
9 95 — 97
10 98 — 100

6.5.2 Pruebas fisicoquimicas

Se realizaron pruebas para la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas
del fruto de acuerdo a la metodologia de Safiudo-Barajas y colaboradores (2008)
con algunas modificaciones, en esta se midio la firmeza por medio de la utilizacion
de un penetrémetro Shimpo® FGE-50 (20.00 Kg) con una punta de 8 mm
(recomendada para frutos grandes y suaves). Los solidos solubles totales, se
determinaron utilizando un refractometro digital Hanna® (HI 96801 0-85% °Brix)
utilizando la técnica utilizada por Rayon-Diaz (2017). La pérdida de peso se
determinara utilizando una bascula digital marca Ceslab® (XY20MB 22 kg + 0.1 g.)
y se medira durante un tiempo de evaluacion de 12 dias en un area con temperatura
controlada (24 + 2°C, HR 50%), a su vez, se medira el cambio de coloracién de los
frutos mediante la implementacion de un colorimetro Focus on Color® empleando

los parametros L*a*b.
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6.5.3 Andlisis estadistico del ensayo in vivo

Para el analisis de los datos de la segunda etapa se utilizaron analisis univariados
(ANOVA de una via) 6 analisis no paramétricos cotejandose los supuestos con la
prueba de (Levene) y la prueba de Kolmogrov-Smirnoff (Statistica 10). Las variables
independientes fueron el tratamiento y el tiempo (medicion cada 2 dias durante 12
dias), las variables de respuesta fueron: a) la severidad del dafio, b) calidad del
fruto/tratamiento, c) la firmeza, d) porcentaje de pérdida de peso, €) solidos solubles
totales y f) color. Las diferencias entre tratamientos se evaluaron con la prueba de
Tukey, p<0.05, se utilizé el paquete estadistico STATISTICA 10 para el analisis de
resultados (Statsoft, 2011).
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Evaluacion pruebas in vitro

7.1.1 Monitoreo de reactivacion del hongo C. gloeosporioides

Se llevé a cabo la revision macro y microscopica teniendo una cepa previamente
identificada a nivel molecular de C. gloeosporioides obtenida de frutos de papaya,
cuyas caracteristicas morfolégicas son micelio de color blanco, algodonoso,
compacto y abundante, con caracteristicas de segmentos, presentando esporas de
color gris claro con distribucion concéntrica, un tamafio estandar de 16 a 25 um,

acorde con lo reportado por Torres-Calzada (2013). (Fig. 7.1).

Figura 7.0.1 Vista del micelio (A) y espora (B) de C. gloeosporioides a través de un
microscopio Optico a 40X y 100X respectivamente y morfologia del hongo en caja
de Petri en medio ADP (C).

7.1.2 Crecimiento micelial C. gloeosporioides

Los resultados del desarrollo del hongo C. gloeosporiodes inoculado en cajas Petri
con medio de cultivo ADP con el tratamiento correspondiente se realizé a los 2, 4,
6, 8 y 10 dias. Los resultados se analizaron mediante un analisis de medidas
repetidas para los tratamientos aplicados de manera individual y un andlisis factorial
para los tratamientos combinados. Cabe destacar que, a simple vista se notaron
diferencias en el crecimiento del patbgeno expuesto a los tratamientos propuestos

durante el tiempo de evaluacion, el cual se muestra en el Cuadro 7.1.
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Cuadro 7.1 Inhibicién del crecimiento micelial del hongo C. gloeosporioides en un

curso temporal de 10 dias en medio de cultivo ADP aplicando 26 tratamientos
incubados a una temperatura de 27°C + 2°C.

Tratamiento/Dias

Control

Testigo

Quitosano 0.1%

Quitosano 0.5%

Quitosano 1.0%

Quitosano 1.5%

Silicato de sodio 0.5%

Silicato de sodio 1.0%

Silicato de sodio 1.5%

Silicato de sodio 2.0%

Quitosano 0.1% + Silicato
de sodio 0.5%

Quitosano 0.1% + Silicato
de sodio 1.0%
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Quitosano 0.1% + Silicato
de sodio 1.5%

Quitosano 0.1% + Silicato
de sodio 2.0%

Quitosano 0.5% + Silicato
de sodio 0.5%

Quitosano 0.5% + Silicato
de sodio 1.0%

Quitosano 0.5% + Silicato
de sodio 1.5%

Quitosano 0.5% + Silicato
de sodio 2.0%

Quitosano 1.0% + Silicato
de
sodio 0.5%

Quitosano 1.0% + Silicato
de sodio 1.0%

Quitosano 1.0% + Silicato
de sodio 1.5%

Quitosano 1.0% + Silicato
de sodio 2.0%

Quitosano 1.5% + Silicato
de sodio 0.5%

Quitosano 1.5% + Silicato
de sodio 1.0%

Quitosano 1.5% + Silicato
de sodio 1.5%

Quitosano 1.5% + Silicato
de sodio 2.0%
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El andlisis estadistico de medidas repetidas para los tratamientos aplicados de
manera individual sefialan diferencias significativas entre tratamientos (F= 28.38, df
(49,112), P=0.001) y un efecto significativo en el tiempo (F= 121.72, df=4, 112, P=
0.001). El andlisis factorial para las combinaciones muestra diferencias significativas
en la inhibicién del crecimiento micelial del hongo C. gloeosporioides para el factor
tratamiento (quitosano*silicato de sodio) (F= 2.006, df= 16, 112, P= 0.0417),
concentracion (0.1 - 1.5 %) (F=9.6071, df= 3, 160, P= >0.001), concentracion (0.5
- 2.0 %) (F= 1.4623, df= 3, 160, P= 0.2268) (Cuadro 7.2 y 7.3), siendo los
tratamientos de quitosano (en sus cuatro concentraciones) y 14 tratamientos
combinados los que tuvieron un mejor desempefio en la disminucion del
crecimiento. Gutiérrez-Martinez et al., (2018) sefialan que la reduccion en el
desarrollo de C. gloeosporioides de los tratamientos con quitosano responde a
cambios en las hifas y estructuras reproductivas dados por las caracteristicas
propias de este biopolimero, cuyo grupo amino, genera una atraccién electrostatica
con algunos componentes de la pared y membrana celular del patégeno, afectando
su permeabilidad. La combinacién con el silicato de sodio mostré un efecto de
supresion de hifas, ejerciendo un control semejante al reportado por Guo et al.,
(2019) sobre el hongo A. alternata en jujube. Wang et al., (2010), mencionan que el
silicato de sodio, a una concentracién de 25 mM, modifica y altera la morfologia de
células hifales que se muestran con la fragmentacion de hifas, asi como con el

encogimiento de la membrana celular.

A su vez, los tratamientos propuestos de silicato de sodio redujeron minimamente
el crecimiento micelial, siendo la concentracibn mas baja (0.5%) la que mostrd
mayor inhibicion del desarrollo del hongo en comparacion con el resto de las
concentraciones de silicato de sodio, sin embargo, esta no fue significativa (Cuadro
7.2). Otros estudios, reportados por Pivotto-Pavanello et al., (2016), mencionan que
tratamientos de metasilicato de sodio a concentraciones de 2 g/L inhibieron el
crecimiento de M. fructicola en un 95%, y una concentracion de 6 g/L inhibio
completamente al patdgeno fungico en condiciones in vitro. Asi mismo, Bi et al.,
(2006), mostraron que concentraciones de 100 mM de silicato de sodio redujeron
en un 100% el crecimiento de patégenos fungicos como A. alternata, T. roseum y
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F. semitectum y una concentracion de 25 mM redujo en un 62, 72 y 40% el
crecimiento de estos patdgenos, respectivamente. Hae-Jun et al., (2006),
demostraron que nanoparticulas de plata-silicato a 10 ppm son efectivas en la
inhibicién completa de C. gloeosporioides ademas de otros patégenos que afectan
algunas especies de plantas y frutos. Un estudio previo, desarrollado por Youssef
et al.,, (2019), demuestra que una concentracion de 0.3% de silicato de sodio,
bicarbonato de potasio y quelato de calcio presenta una inhibicion completa de
crecimiento in vitro de B. cinerea, sin embargo, cabe resaltar que este tipo de
patdgenos con los que se trabajo se desarrollan en frutos que presenta heridas
superficiales en la cuticula, a excepciéon de M. fructicola, el cual presenta un

desarrollo similar al de C. gloeosporioides.

Asimismo, los tratamientos con quitosano presentaron un efecto significativo en la
inhibicion de C. gloeosporioides. Resultados similares fueron reportados por
Gutiérrez-Martinez et al., (2017), quienes contrastan el efecto inhibidor de tres
concentraciones de quitosano (0.5, 1.0 y 1.5 %) sobre el crecimiento de C.
gloeosporioides obtenidos a partir de frutos tropicales (mango, banana y
guandbana), y muestran un efecto benéfico a concentraciones de 1.0y 1.5 % en la
disminucion del crecimiento micelial del patégeno; asi como en la esporulacién y
germinacion del mismo a una temperatura de almacenamiento de 20 + 2°C. Zivkovié
et al.,, (2018), observaron que concentraciones de 3 mg/mL tienen un efecto
inhibidor en el crecimiento de A. alternata y C. gloeosporioides durante 7 dias de
incubacion, con un crecimiento promedio de 9 mm y 20.33 mm respectivamente, en
comparacion con el control el cual crecié 76.33 mm en el caso de A. alternata 'y 90
mm para C. gloeosporioides.
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Cuadro 7.2 Crecimiento micelial (media £ SD) de C. gloeosporioides en medio de
cultivo ADP usando los tratamientos individuales de quitosano y silicato de sodio
(relacién 3:1) de manera individual, incubados por 10 dias a una temperatura de

27°C = 2°C.
Tratamiento Media
Control 81.03+0.35¢c
Testigo (A.A)) 68.80 + 10.67 bc

Quitosano 0.1% 0.37+£0.32a

Quitosano 0.5% 0.50+0.43a

Quitosano 1.0% 0.60+0.17 a

Quitosano 1.5% 1.77+£2.02 a
Silicato sodio 0.5% | 73.03+7.83 ¢
Silicato sodio 1.0% | 73.40+4.35c
Silicato sodio 1.5% | 74.83 £0.55c
Silicato sodio 2.0% | 77.73 £0.66 c

Valores medios seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segin la prueba

de rangos multiples de Tukey (p<0.05).
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Cuadro 7.3 Crecimiento micelial (media £ SD) de C. gloeosporioides en medio de
cultivo ADP mezclado con los tratamientos combinados de quitosano y silicato de
sodio a diferentes concentraciones (relacién 1:3), incubados por 10 dias a una
temperatura de 27 + 2°C

Tratamiento Media
Control 81.03+0.35d
Testigo (A.A.) 68.80 £ 10.67 ¢

Quitosano 0.1% + Silicato de sodio 0.5% | 19.97 + 33.28 ab
Quitosano 0.1% + Silicato de sodio 1.0% | 19.73 + 32.53 ab
Quitosano 0.1% + Silicato de sodio 1.5% | 28.80 + 43.41 ab
Quitosano 0.1% + Silicato de sodio 2.0% | 23.90 + 27.26 ab
Quitosano 0.5% + Silicato de sodio 0.5% | 3.03 +4.56 a
Quitosano 0.5% + Silicato de sodio 1.0% | 3.20+5.37 a
Quitosano 0.5% + Silicato de sodio 1.5% | 0.40+0.34 a
Quitosano 0.5% + Silicato de sodio 2.0% | 0.37 £0.11 a
Quitosano 1.0% + Silicato de sodio 0.5% | 0.43+0.20a
Quitosano 1.0% + Silicato de sodio 1.0% | 3.80+4.13 a
Quitosano 1.0% + Silicato de sodio 1.5% | 0.30+0.36 a
Quitosano 1.0% + Silicato de sodio 2.0% | 2.93+4.47 a
Quitosano 1.5% + Silicato de sodio 0.5% | 39.73+17.32b
Quitosano 1.5% + Silicato de sodio 1.0% | 17.67 +8.70 ab
Quitosano 1.5% + Silicato de sodio 1.5% | 6.73 £ 6.05 ab
Quitosano 1.5% + Silicato de sodio 2.0% | 0.33+0.23 a

Valores medios seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segin la prueba
de rangos multiples de Tukey (p<0.05).
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El porcentaje de inhibicion de cada uno de los tratamientos (Cuadro 7.4), sefiala
una inhibicion favorable, por arriba del 90 % en la mayoria de los tratamientos
aplicados, siendo el quitosano en sus cuatro concentraciones muy efectivo, al igual
gue las combinaciones con silicato de sodio. La combinacién que produjo el mejor
efecto inhibitorio fue el tratamiento de quitosano 1.5 % y silicato de sodio 2.0 % con
un 99.6 % de inhibicion, al igual que la combinacion de quitosano 1.0 % y silicato de
sodio 1.5 % con el mismo porcentaje, esto puede atribuirse a la actividad fungica
del quitosano, debido al caracter cationico que tiene el mismo, donde sus grupos
amino gque se encuentran en forma libre, interactian con los residuos negativos de
las macromoléculas presentes en la pared celular fungica, provocando alteraciones
en la permeabilidad de la membrana plasmética, lo anterior provoca una

disminucién en la funcién principal del patégeno.

Asimismo, los tratamientos de quitosano y silicato de sodio combinados, presentan
modificacion de hifas, ademas de una contraccion de estas, debido a que los
tratamientos actian de manera aditiva, debido a que el silicato de sodio contiene
aniones que posiblemente ayuden en la interaccion de estos tratamientos que se

refleja en la inhibicion y control de estos patdgenos (Niu et al., 2016).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Rahman et al., (2008),
demostrando que el quitosano a una concentracion de 1.0 % tuvo un efecto en la
inhibicion de C. gloeosporioides teniendo un porcentaje de inhibicion de 82 %
seguido por la concentracion de 0.75 % con un efecto de 52.2 % de inhibicion. Sin
embargo, en los tratamientos con menor concentracion no hubo un efecto
significativo comparado con el control. También Ramos-Guerrero et al., (2018)
evaluaron el efecto del quitosano solo y combinado con metil-jasmonato (MJ) y
acido salicilico (SA) en la disminucién del crecimiento micelial de C. gloeosporioides,
obteniendo como resultados un rango de 81-96% de inhibicion aplicando quitosano

al 1% solo y combinado con MJ o SA.

42



CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 7.4 Porcentaje de inhibicion micelial de C. gloeosporioides en medio de
cultivo ADP combinando los diferentes tratamientos.

Tratamiento % Crecimiento % inhibicion
Control 100.0% 0.0%
Testigo (A.A.) 84.9% 15.1%
Qui 0.1% 0.5% 99.5%
Qui 0.5% 0.6% 99.4%
Qui 1.0% 0.7% 99.3%
Qui 1.5% 2 20 97.8%
SiS 0.5% 90.1% 9.9%
SiS 1.0% 90 6% 9.4%
SiS 1.5% 92 3% 7.7%
SiS 2.0% 95 9% 4.1%
Qui 0.1% + SiS 0.5% 24 6% 75.4%
Qui 0.1% + SiS 1.0% 24 4% 75.6%
Qui 0.1% + SiS 1.5% 35 504 64.5%
Qui 0.1% + SiS 2.0% 29 5% 70.5%
Qui 0.5% + SiS 0.5% 3.79% 96.3%
Qui 0.5% + SiS 1.0% 3.9% 96.1%
Qui 0.5% + SIS 1.5% 0.5% 99.5%
Qui 0.5% + SiS 2.0% 0.5% 99.5%
Qui 1.0% + SiS 0.5% 0.5% 99.5%
Qui 1.0% + SiS 1.0% 4.7% 95.3%
Qui 1.0% + SiS 1.5% 0.4% 99.6%
Qui 1.0% + SiS 2.0% 3.6% 96.4%
Qui 1.5% + SiS 0.5% 49 0% 51.0%
Qui 1.5% + SiS 1.0% 21.8% 78.2%
Qui 1.5% + SiS 1.5% 8.3% 91.7%
Qui 1.5% + SiS 2.0% 0.4% 99.6%

* Las abreviaciones corresponden a Quitosano (Qui), Silicato de sodio (SiS).
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7.1.3 Efecto del quitosano y silicato de sodio sobre la esporulacién de C.
gloeosporioides

Los resultados de la esporulacion del patégeno sefialan que los tratamientos de
quitosano y algunas combinaciones presentaron una efectividad del 100% en la
inhibicién de la esporulacion de C. gloeosporioides en comparacion con el control
(3.5 x 108 esporas/mL) y el &cido acético (pH 5.6) (4.5 x 10° esporas/mL), por el
contrario, los tratamientos de silicato de sodio sufrieron una disminucion en los
niveles de esporulacion en comparacion con el control, a) Silicato de sodio 0.5% (7
X 10° esporas/mL), b) Silicato de sodio 1.0% (1 x 10° esporas/mL), c) Silicato de
sodio 1.5% (2.6 x 10% esporas/mL) y d) Silicato de sodio 2.0% (3.2 x 10°
esporas/mL), al igual que las combinaciones de quitosano al 0.1% mas el silicato en
sus cuatro concentraciones (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 %) (2.6 x 10°, 6 x 10% 9 x 10°y 2.7 X
108 esporas/mL), asi como los tratamientos de quitosano al 0.5% con silicato de
sodio al 0.5% y 1.5%, teniendo (8 x 10° y 1.5 x 10° esporas/mL) respectivamente,
demostrando que los efectos del tratamiento de quitosano combinado los del silicato
de sodio al interaccionar con la membrana celular del patégeno puede disminuirla o
contraerla, y con ello fragmentar a nivel del nicleo las células hifales (Ge et al.,
2018), con ello puede ocasionar cambios en el metabolismo de las células miceliales

como una disminucioén en la capacidad de esporular (Guo et al., 2019).

Resultados similares son reportados por Bi et al., (2006), quienes mencionan que el
tratamiento con silicato de sodio reduce la presion de turgencia celular en patégenos
como A. alternata, F. semitectum y T. roseum teniendo como resultado el colapso y
contraccion de las hifas y esporas, provocando la incapacidad del hongo para
esporular. Adicionalmente, Ramos-Guerrero et al., (2018), reportan una inhibicién
total de la esporulacién de C. gloeosporioides cuando utilizaron quitosano al 1.5%,
o al usar un tratamiento combinado con quitosano al 1.0%, metil-jasmonato y acido

salicilico.

44



CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.4 Evaluacién del efecto sinérgico de los tratamientos combinados

Los resultados del efecto de la interaccidén usando el indice de Abbott (Cuadro 7.5),
para comparar la combinacion de los tratamientos de quitosano y silicato de sodio
muestra efecto aditivo en todas las combinaciones, independientemente de la
concentracion, es decir, el mecanismo de accion que presentan ambos tratamientos
no es sinérgico, Unicamente aditivo, lo que influye positivamente en el control del
desarrollo del patdgeno. Esto también se puede ver influenciado por la naturaleza
de estos tratamientos, debido a que Song et al., (2016) demostraron que el
quitosano combinado con nano-silice (derivado del silicato de sodio) puede formar
de manera satisfactoria puentes de H* (N:H) y enlaces S — O — C, por lo que la
eficacia de la aplicacion de los tratamientos se mejora debido a la interaccion de sus
estructuras. Nuestros resultados coinciden con lo obtenido por Guo et al., (2019),

combinando quitosano y silicato de sodio.
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Cuadro 7.5 Efecto de la combinacion de tratamientos de quitosano y silicato de
sodio a diferentes concentraciones en el porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial (ICMobs%) Y €l tipo de interaccion de acuerdo al método de Abbott.

indice de
Quiy SIS Combinaciones
Tratamientos Abbott
combinados ICMobs%  ICMobs%
ICMCobs®% ICMCesp%n  IA Efecto
Qui Sis

Qui 0.1% + SiS 0.5% 99.3 9.87 75.35 99.37 0.76 Aditivo
Qui0.1% + SiS1.0% 99.3 9.42 75.65 99.37 0.76 Aditivo
Qui0.1% + SiS1.5% 99.3 7.65 64.46 99.35 0.65 Aditivo
Qui 0.1% + SiS 2.0% 99.3 4.07 70.51 99.33 0.71 Aditivo
Qui 0.5% + SiS 0.5% 99.18 9.87 96.26 99.26 0.97 Aditivo
Qui 0.5% + SIS 1.0% 99.18 9.42 95.93 99.25 0.97 Aditivo
Qui 0.5% + SIS 1.5% 99.18 7.65 99.51 99.24 1.00 Aditivo
Qui 0.5% + SiS 2.0% 99.18 4.07 99.55 99.21 1.00 Aditivo
Qui 1.0% + SiS 0.5% 99.26 9.87 99.47 99.33 1.00 Aditivo
Qui 1.0% + SiS 1.0% 99.26 9.42 95.31 99.33 0.96 Aditivo
Qui1.0% SiIS1.5% 99.26 7.65 99.63 99.32 1.00 Aditivo
Qui 1.0% + SiS 2.0% 99.26 4.07 96.38 99.29 0.97 Aditivo
Qui 1.5% + SiS 0.5% 97.82 9.87 50.97 98.04 0.52 Aditivo
Qui 1.5% + SiS 1.0% 97.82 9.42 60.07 98.03 0.61 Aditivo
Qui 1.5% + SiS 1.5% 97.82 7.65 74.55 97.99 0.76 Aditivo
Qui 1.5% + SiS 2.0% 97.82 4.07 99.59 97.91 1.02 Aditivo

*Las siguientes abreviaciones corresponden a Qui (quitosano), SiS (silicato de sodio), ICMopss, (inhibicién del crecimiento
micelial observado), ICMes (inhibicion del crecimiento micelial esperado), ICMCpss, (inhibicion del crecimiento micelial de la

combinacién observado), ICMCespy (inhibicion del crecimiento micelial de la combinacion esperado), IA (indice de Abbott).
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7.1.5 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Las micrografias de C. gloeosporioides (Fig. 7.2), a nivel de hifas, muestran que los
tratamientos de quitosano al 0.1 y 1 % (Fig. 7.2 C y D) presentan un micelio
minimamente desarrollado y compacto, estos resultados son similares a los
presentados por Lépez-Mora et al., (2013) y Ramos-Guerrero et al., (2018), donde
sefalan que el efecto inhibitorio del quitosano es debido a la interaccién que existe
en la pared y la membrana celular del patdégeno provocando un efecto de
contraccion de estas y una liberacion de componentes citoplasmaticos, que afectan
el desarrollo 6ptimo del hongo. El quitosano ademas actia como una barrera para

el desarrollo del tubo germinativo (Berumen-Varela et al., 2015).

En los tratamientos de silicato de sodio al 0.5y 1.5% (Fig. 7.2 E y F) las imagenes
muestran un micelio con ligeras afectaciones de deshidratacion, asi como una
cubierta de residuos alrededor de las hifas, propias del tratamiento. Esto demuestra
que el silicato de sodio puede causar afectaciones a nivel morfolégico en patégenos,
como C. gloeosporioides, generando alteraciones en las hifas, lo que puede
provocar una mayor permeabilidad de la membrana celular, como se demostré con
T. roseum (Wang et al., 2010).

Los tratamientos combinados (quitosano 0.5 % + silicato de sodio 1.5 % y quitosano
1.0 % + silicato de sodio 0.5 %) (Fig. 7.2 G y H) muestran afectaciones a nivel de
hifas, que se caracterizan por malformaciones y reduccion del tamafio de las
mismas; esto indica que los mecanismos de accién que presentan ambos
tratamientos se ve reflejado en el control del desarrollo micelial del patdgeno. En
comparacion, en el tratamiento testigo (acido acético 2.0 %) (Fig. 7.2 B) se observa
deshidratacion de las hifas, lo que implica un efecto en la respiracion del patégeno
y con ello serias afectaciones a nivel estructural, como cambios en la membrana y
pared celular del patdogeno permitiendo una permeabilidad libre entre estas por el
bajo pH al que se encuentra (Kang et al 2003), ninguno de estos dafios se observa

en el tratamiento control (Fig. 7.2 A), que presenta un micelio sano sin afectaciones.
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Figura 7.2 Micrografia de hifas de C. gloeosporioides aisladas de papaya expuestas
a diferentes tratamientos (200 nm): A) Control, B) Testigo (acido acético), C)
Quitosano 0.1%, D) Quitosano 1.0%, E) Silicato de sodio 0.5%, F) Silicato de sodio
1.5%, G) Quitosano 0.5% + Silicato de sodio 1.5% y H) Quitosano 1.0% + Silicato
de sodio 0.5%.
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7.2 Evaluacién pruebas in vivo

7.2.1 Severidad e incidencia de C. gloeosporioides en papaya

Los resultados del crecimiento micelial en las pruebas in vivo muestran diferencias
significativas entre los tres tratamientos evaluados (Kruskal-Wallis, H (2, N=120)=
76.89, P< 0.001), se observa una reduccién en el desarrollo micelial de C.
gloeosporioides cuando el hongo fue inoculado en frutos de papaya durante un
tiempo de evaluacién de 12 dias, disminuyendo la severidad a la enfermedad en un
57.2 % en el tratamiento de quitosano 0.5 % + silicato de sodio 1.5 % y 50.7 % en
el tratamiento de quitosano 1.0 % + silicato de sodio 0.5 %, en comparacion con el
control que tuvo dafios notables afectando el 100 % del fruto (Fig. 7.3). En cuanto a
la incidencia de la enfermedad, los frutos control presentaron afectaciones en un
100 %, en comparacion con los frutos tratados con quitosano 0.5 % + silicato de
sodio 1.5 % presentando un 40 % de incidencia, ademas, algunos efectos de
deshidratacion en la cuticula la mitad de los frutos evaluados, y los frutos con
quitosano 1% + silicato de sodio 0.5% presentaron un 60 % de incidencia de

antracnosis, presentando manchas oscuras no propias del dafio por el patégeno.

Los resultados obtenidos muestran que los tratamientos utilizados en esta
investigacién obtuvieron mayor porcentaje de inhibicion del patégeno (50 — 57 %)
en comparacion con lo reportado por Guo et al., (2019), disminuyendo en un 41.6%
el desarrollo de A. alternata en frutos de jujube (Ziziphus jujuba, Mill) utilizando
tratamientos de quitosano y silicato de sodio, asi como, Bi et al.,, (2006), con

aplicaciones de silicato de sodio disminuyendo un 46 % el desarrollo de T. roseum.

Otros autores como Vilaplana et al., (2019) y Salvador-Figueroa at al., (2017)
aplicaron tratamientos de quitosano combinado con agua caliente, asi como, aceites
esenciales de lima y canela, respectivamente, observando una reduccion de la
incidencia de C. fructicola y C. gloeosporioides en un 62y 25 % en frutos de papaya.
La disminucién del desarrollo del patdgeno se debe a que los tratamientos ejercen

efectos de supresion micelial debido a los mecanismos de accién del quitosano y
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silicato de sodio, y que a su vez, existe una correlacién con los mecanismos de

defensa propios del fruto (Guo et al., 2017).

Dias

Quitosano 1.0% + Silicato de sodio 0.5%

Figura 7.3 Dafios en frutos de papaya causado por la inoculacion de C.
gloeosporioides durante 12 dias de almacenamiento en un ambiente controlado (24
1+ 2°C).
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Figura 7.4 Porcentajes en la inhibicion de C. gloeosporioides en frutos de papaya
tratados con quitosano + silicato de sodio durante 12 dias a 24 + 2°C.

Xing et al.,, (2016), mencionan que, existe una union electroquimica entre el
quitosano y el patdgeno, la cual se da por la interaccion entre las cargas positivas
del grupo amino del quitosano (-NHs) y las cargas negativas del grupo carboxilo (-
COO-) presentes en la superficie de la membrana celular del patogeno,
ocasionando alta peroxidacion lipidica y pérdida de proteinas en los micelios que
estan en contacto con tratamientos de quitosano, ademas de promover la actividad
de enzimas de defensa naturales del fruto como la PAL, POD, PPO y con ello
englobar una serie de acciones que disminuyen el desarrollo del patdgeno
(Gutiérrez-Martinez et al. 2018; Bautista-Bafios et al., 2017). A su vez, se ha
demostrado que el silicato de sodio puede actuar de una manera muy similar al
quitosano, debido a que presenta un mecanismo inductor en la defensa natural de
los frutos, el silicato de sodio cumple la misma funcion, ya que puede aumentar la
concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el fruto, siendo la primera

linea de defensa en frutos ante el ataque de un patdégeno (Li et al. 2011).

Con base a lo observado en las micrografias y de acuerdo a los resultados

obtenidos en la parte in vivo, podria decirse que existe inhibicion en el desarrollo del
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patdbgeno C. gloeosporioides causada por la funcionalizacion no covalente del
tratamiento de quitosano combinado con el silicato de sodio, debido a los grupos
amino libres que se presentan en el quitosano y los enlaces formados por puentes
de hidrogeno con el silicato de sodio debido a en la estructura del quitosano existe
presencia de grupos hidroxilo (-OH), los cuales pueden actuar como sitios activos
en la interaccién del quitosano y compuestos inorganicos como lo menciona Anaya-
Esparza et al. (2020), mejorando las caracteristicas del recubrimiento y por ende,
obteniendo buenos resultados en la disminucién del desarrollo del patdogeno debido

a las propiedades antifungicas, de barrera e inductor.

7.2.2 Parametros de calidad de papaya

- Pérdida de peso

De acuerdo con los resultados de las réplicas en frutos, si existe diferencia en la
disminucién del peso entre los tratamientos control y las combinaciones de
quitosano con silicato de sodio, registrando una menor pérdida de peso el
tratamiento de quitosano 1.0% + silicato de sodio 0.5%, desde el dia 2 hasta el dia
final de evaluacién, asi mismo, el tratamiento de quitosano 0.5% + silicato de sodio
1.5% tuvo una menor pérdida de peso en comparacion con el control hasta el dia 6,

posterior a ello, fue el tratamiento que mayor pérdida de peso registro (Fig. 7.5).
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Figura 7.5 Pérdida de peso (%) de frutos de papaya tratados con recubrimientos
de quitosano 0.5% + silicato de sodio 1.5%, quitosano 1.0% + silicato de sodio
0.5% y control (agua) durante 12 dias de almacenamiento a 24 + 2°C.

La disminucion en la pérdida de peso se debe a una modificacion en la cuticula del
fruto debido a la propiedad de recubrimiento propia de los tratamientos de quitosano
+ silicato de sodio aplicados, la cual disminuye de manera interna la cantidad de
CO2 y O* que necesita el fruto para llevar a cabo su proceso de maduracion de
manera normal. Resultados como los de Escamilla-Garcia et al., (2018), asi como,
Vilaplana et al.,, (2019), mostraron que tratamientos de quitosano de manera
individual (1.0%) y combinado con agua caliente lograron mantener de forma
eficiente una estabilidad en el peso en frutos de papaya durante 15 y 7 dias
respectivamente a una temperatura de 20°C. Bhanushree et al., (2018) mencionan
qgue la pérdida de peso en frutos se vera afectada por la concentracién del
quitosano, esto indica que el tratamiento de quitosano 1.0% + silicato de sodio 0.5%
al ser una barrera de mayor concentracion podria disminuir la interaccion de gases

(respiracién y transpiracion y produccion de etileno) influyendo en el peso en los
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frutos, aunque en este caso faltarian pruebas mas contundentes para determinar

este efecto del recubrimiento.

- Firmeza

Los tratamientos aplicados a los frutos presentaron diferencias muy marcadas
durante los primeros 4 dias de evaluacion, posteriormente no hubo mucho margen
de los tratamientos de quitosano con silicato de sodio en comparacion con el control,
sin embargo, hasta el dia final de evaluacion los frutos que fueron recubiertos por
los tratamientos presentaron una leve diferencia en la firmeza, demostrando que la
aplicacion de quitosano y silicato de sodio pudo influir en la interaccion de gases,
disminuyendo la pérdida de agua y con ello manteniendo la firmeza durante mas

tiempo en frutos con el tratamiento que en el control.
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Figura 7.6 Evaluacion de la firmeza (N) de frutos de papaya tratados con
recubrimientos de quitosano 0.5% + silicato de sodio 1.5%, quitosano 1.0% + silicato
de sodio 0.5% y control (agua) durante 12 dias de almacenamiento a 24 + 2°C.
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De acuerdo a los resultados, los frutos tratados con quitosano 1% + silicato de sodio
0.5%, presentaron una mejor resistencia durante los primeros seis dias,
conservando de mejor manera la firmeza del fruto, esto coincide con los resultados
obtenidos por Bandara et al., (2015), los cuales evaluaron al silicato de sodio de
manera individual logrando una firmeza de 17.6 N, y a lo obtenido por Barbosa-Galo
et al., (2014), los cuales evaluaron quitosano al 1.25% logrando mantener la firmeza
del fruto. Una de las propiedades que tiene el quitosano sobre los frutos es la
formacion de una barrera que modifica la respiracion (produccion de etileno y CO2),
asi como la pérdida de agua, reduciéndolos en comparacién con los frutos que no
poseen el recubrimiento, con ello el fruto conserva sus caracteristicas morfolégicas
como las que presenta en su maduracion de 3/4 (una vez que es despegado de la
planta), debido a que mantiene la turgencia en los tejidos, asi como una alteraciéon
en la actividad respiratoria, envolviendo la cuticula y obstruyendo a las lenticelas
reduciendo la senescencia del fruto durante el almacenamiento (Bhanushree et al.,
2018). Wang et al., (2017), mencionan que el silicato de sodio puede influir en el
reforzamiento de la pared celular de la cuticula en los frutos, y a su vez, las
particulas de este tratamiento pueden colocarse como una obstruccién en las
lenticelas provocando una disminucion en la respiracion que viene acompafiada con

una disminucion en la maduracion del fruto.

- Solidos solubles totales (°Brix)

De acuerdo con los resultados mostrados en la Fig. 7.7, el contenido de azucares
totales fluctué durante los 12 dias de evaluacion, probablemente debido al nimero

de réplicas.
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Figura 7.7 Evaluacion de solidos solubles totales (°Brix) en frutos de papaya
tratados con quitosano + silicato de sodio durante 12 dias a 24 + 2°C.

Resultados similares los obtuvieron Escamilla-Garcia et al., (2018), evaluando
durante 15 dias frutos de papaya cubiertos con quitosano al 1% sin diferencias entre
los frutos que no presentaban recubrimiento y por Bandara et al., (2015), aplicando
tratamientos de silicato de sodio a concentraciones de 7500 mg/L sin efectos en la
disminucién de solidos solubles totales, por lo que este cambio en el aumento de
los solidos solubles totales se debe principalmente a las actividades metabdlicas
debido a la descomposicién de la pectina y la hidrolisis de carbohidratos durante el
almacenamiento (Jayathunge et al. 2014), aunque harian falta pruebas como la
respiracion del fruto para conocer si existe una disminucion de esta y pueda tener
correlacion entre los recubrimientos evaluados en este trabajo y su aumento —
descenso del porcentaje de SST durante el tiempo de evaluacion, en caso de existir
estariamos observando efectos en la disminucién de la senescencia del fruto, dados

por la accién del recubrimiento de quitosano combinado con silicato de sodio.
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- Color

Conforme a los resultados obtenidos para el parametro de luminosidad (L*) no se
encontraron diferencias entre los tratamientos control y combinaciones, en las
coordenadas a* y b* (pardmetros de cromaticidad), si existen diferencias entre los
tratamientos durante el tiempo de evaluacion de 12 dias, mostrando que en el
parametro a* (verde - ; rojo +) el tratamiento de quitosano 0.5% + silicato de sodio
1.5% tuvo una disminucién en el cambio de color, haciéndolo més lento debido al
tratamiento aplicado en comparacion con el control, por otro lado, en el pardmetro
b* no existe una diferencia significativa al dia final, (azul - ; amarillo +), demostrando
que el fruto mantuvo coloraciones amarillas propias de la transicion a su madurez

de consumo.

Nuestros resultados preentan similitud con los obtenidos con dos Santos-Camatari
et al., (2018), los cuales mencionan que tratamientos de quitosano al 0.5% solo y
con almidon se observé un cambio de coloracién mas lento en frutos de mango en
el parametro a*, Vilaplana et al., (2019), mencionan que esta disminucion en el
cambio de coloracion del fruto de papaya se debe a la actividad de la enzima
polifenol oxidasa (PPO), la cual participa en la senescencia de los frutos, esto puede
indicar que debido a la actividad de los tratamientos de quitosano y silicato de sodio,
la cual consiste en activar mecanismos inductores del fruto, puedan realizar la tarea
de retardo en uno de los parametros de madurez, asi como la participacién de una
atmosfera modificada propia del quitosano (Ali et al.,, 2011), retardando la
degradacion de la clorofila presente en la cuticula del fruto gracias a la disminucion
en la interaccion de gases (dos Santos-Camatari et al., 2018).
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Cuadro 7.6 Cambio de coloracion en frutos de papaya evaluado durante 12 dias a
24 + 2°C, siendo a) luminosidad; b) parametro a; c) parametro b.

Tratamiento

Curso temporal (dias)

2 4 6 8 10 12
Control 34.5 35.2 33 33.9 33.9 39.1
Ch 0.5% +
Na2SiOs3 42.1 36.5 35.2 32.5 37.5 36.6
1.5%
Ch 1% +
Na2SiOs3 37.7 47.2 34.9 35.5 32.5 36
0.5%
a) Luminosidad (L*)
Tratamiento 2 4 6 8 10 12
Control 4.8 7.7 15.5 18.6 23.2 20.9
Ch 0.5% +
Na2SiOs3 -5.9 11.9 6.6 17.7 16.2 14.7
1.5%
Ch 1% +
Na2SiOs3 0.7 -3.2 17.8 20.6 20 21.6
0.5%
b) a*
Tratamiento 2 4 6 8 10 12
Control 39.5 42.9 43.6 38.7 42.8 37.1
Ch 0.5% +
NazSiOs 24 43.6 34 36 34.4 35.3
1.5%
Ch1% +
NazSiOs 35 33.6 39 40.2 39.3 41.2
0.5%
c) b*
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Dias

4 8 12

Control

Quitosano 0.5% + Silicato de sodio 1.5%

Quitosano 1% + Silicato de sodio 0.5%

Figura 7.8 Cambio de coloracién en frutos cubiertos y no cubiertos con quitosano
+ silicato de sodio durante un tiempo de evaluacion de 12 dias en ambiente

controlado (24 + 2°C).
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La aplicacion de tratamientos de quitosano de manera individual, asi como su
combinacion con silicato de sodio reduce de manera significativa el desarrollo in
vitro del hongo C. gloeosporioides aislado de papaya, debido a que ambos
tratamientos presentan un mecanismo de accion capaz de afectar la estructura
celular del patdégeno disminuyendo sus funciones principales de desarrollo
(crecimiento micelial y esporulacién). Sin embargo, los tratamientos de silicato de
sodio aplicados de manera individual presentaron afectaciones minimas en el
desarrollo del hongo, ya que su efecto va mas de la mano con la activacion de
mecanismos de defensa propios de la planta y el fruto.

Las imagenes del MEB muestran afectaciones estructurales en las hifas de C.
gloeosporioides por lo que refuerza los resultados obtenidos en la aplicacion de los

tratamientos.

Los tratamientos combinados de quitosano y silicato de sodio mostraron buenos
resultados en la disminucién del desarrollo micelial de C. gloeosporioides en frutos
de papaya, asi como, un ligero efecto en los parametros de calidad, teniendo a la
combinacion de quitosano 0.5% vy silicato de sodio 1.5% con mejores resultados en
la mayoria de las pruebas a excepcion de la pérdida de peso, siendo quitosano 1%
+ silicato de sodio 0.5% la que tuvo un mejor comportamiento aunque no de manera

significativa.

Nuestros resultados sugieren que la aplicacion combinada de quitosano y silicato
de sodio como recubrimiento comestible para el control de enfermedades resulta

promisorio para atender el problema de antracnosis en papaya.
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ANEXOS

Cuadro 10.1 Disefio experimental completo de la parte in vitro (crecimiento
micelial) tomando en cuenta a los 26 tratamientos que se realizaran para obtener a
los recubrimientos de mayor efectividad.

Tratamiento

Nivel
(%)

Tiempo de evaluacion (dias)

Control

0

Testigo (A. A))

2%

Combinacion
(SSi-
Quitosano)

0.5-
0.1

0.5-
0.5

05-1

0.5-
15

1-01

1-05

1-1

1-15

15-
0.1

15-
0.5

15-1

10
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ANEXOS

Cuadro 10.2 Efecto del quitosano y silicato de sodio sobre el porcentaje de

inhibicién del crecimiento micelial (ICM%) de C. gloeosporioides?.

Tratamiento

Curso temporal (dias)

2 4 6 8 10
Quitosano 0.1% 78.54 91.1 93.39 94.78 95.77
Quitosano 0.5% 79.76 91.17 93.26 94.68 95.65
Quitosano 1% 79.35 91.25 93.51 94.68 95.73
Quitosano 1.5% 79.36 91.42 92.89 -93.95 94.35
Silicato de sodio 0.5%  -29.12 -5.64 -9.24 -3.20 9.8
Silicato de sodio 1% -9.28 3.1 -5.43 -5.51 9.37
Silicato de sodio 1.5% 14.79 10.93 -4.31 -2.56 7.67
Silicato de sodio 2% 19.25 10.59 -7.43 -9.60 4.23

1Célculo ICM% reportado en Ramos-Guerrero (2018).
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Figura 10.1 Efecto en el desarrollo de C. gloeosporioides en frutos de papaya
tratados con y sin quitosano + silicato de sodio durante un tiempo de evaluacién
de 12 dias a 24 + 2°C.
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