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RESUMEN

Cortés-Rivera Héctor Javier. IBQ. Tecnoldgico Nacional de México, Instituto Tecnoldgico
de Tepic. Septiembre 2021. Evaluacion de un biofungicida a base de extracto de
mesocarpio de coco (Cocos nucifera) y quitosano para prevenir el deterioro fungico y
conservar la calidad en guanabana (Annona muricata) en postcosecha. Director: Dr. Porfirio
Gutiérrez Martinez. Co-Director: Dr. José Angel Huerta Ocampo.

La guandbana (Annona muricata L.) es uno de los cultivos con mayor importancia del estado
de Nayarit en México, sin embargo, su alta susceptibilidad al deterioro postcosecha ha sido
relacionada con el uso de fungicidas quimicos para la prevencién y prolongacion de su vida
atil durante su comercializacion, siendo el hongo Rhizopus stolonifer uno de los principales
agentes causales del deterioro fungico del fruto. Una alternativa econémica y sostenible
gue ha tomado fuerza en los dltimos afios para el tratamiento de estas enfermedades ha
sido el uso de extractos vegetales y quitosano. El objetivo de esta investigacién fue evaluar
el efecto del quitosano comercial (QC) en conjunto con los extractos acuosos del
mesocarpio de coco (Cocos nucifera L.) (EAC) para el control de la infeccién por R.
stolonifer en frutos de guanabana. Se utiliz6 una cepa de R. stolonifer identificada por
amplificacion de las regiones ARNr 18 y 28s. Los tratamientos in vitro consistieron en medio
de guandbana adicionado con extracto al 1.0, 5.0 y 10% v/v y con quitosano al 0.5, 1.0y
1.5% plv. Se realizaron pruebas de inhibicibn del crecimiento micelial, cinética de
crecimiento radial, esporulacién y porcentaje de germinacion de esporas sometido a los
diferentes tratamientos. Durante la postcosecha del fruto se evalué el efecto curativo y
preventivo de los tratamientos sobre la infeccién causada por R. stolonifer; analizando el
efecto sobre los cambios fisicoquimicos y de calidad en frutos almacenados a 15y 25 °C.
Resultados de la etapa in vitro demostraron que el extracto present6 un efecto significativo
sobre la reduccion del crecimiento micelial (> 45%); Por otro lado, el QC (1.5%) mostr6 87%
de inhibicion, sin embargo, la combinacion de EAC (10%) con QC (1.5%) fue mas efectiva
para reducir el crecimiento del micelio (> 93%). Todos los tratamientos fueron efectivos para
inhibir la produccion de esporas (> 94%) en comparacion con el control. EI QC en
combinacién con el extracto acuoso, fue mas efectivo (> 98%) que los tratamientos
individuales (<48%) en inhibir la germinacién de esporas. El modelo modificado de
Gompertz mostré un ajuste adecuado para ambas temperaturas de almacenamiento del
fruto (>98-99%) observandose diferencias significativas (p<0.05) entre las variables de
velocidad maxima (Vmax) Y periodo de latencia (A) dependiendo el tipo de tratamiento
aplicado, todos los tratamientos demostraron un efecto fungistatico. La aplicacion in vivo de
los tratamientos mostré un efecto significativo (p<0.05) sobre la reduccion de la severidad
e incidencia de la enfermedad para ambas temperaturas de almacenamiento, mejores
resultados fueron observados al aplicar las combinaciones mas altas de ambos
tratamientos (QC 1.5% + EAC 10%) y almacenando a 15 °C (Severidad=35.03 *+ 5.09%,
Incidencia=32.5 + 6.36%). Los parametros de calidad no fueron afectados negativamente
mediante la aplicaciéon de los tratamientos, sin embargo, la aplicacion de quitosano de
manera individual y en combinacion con el extracto a 15 °C produjo una menor pérdida en
peso y firmeza, asi como un mayor alargamiento en la vida util del fruto conservando los
parametros fisicoquimicos de calidad. La aplicacion de QC en conjunto con los EAC puede
representar una alternativa sustentable para el tratamiento de la pudricion blanda en
guandbana sin modificar su calidad postcosecha.

Palabras clave: Guanabana, Quitosano, Extracto vegetal, Deterioro Fungico, Ecoldgico.



ABSTRACT

Cortés-Rivera Héctor Javier. IBQ. Tecnoldgico Nacional de México, Instituto Tecnolégico
de Tepic. September 2021. Evaluacién de un biofungicida a base de extracto de mesocarpio
de coco (Cocos nucifera) y quitosano para prevenir el deterioro fungico y conservar la
calidad en guanabana (Annona muricata L.) en postcosecha. Director: Dr. Porfirio Gutiérrez
Martinez. Co-Director: Dr. José Angel Huerta Ocampo.

Soursop (Annona muricata L.) is one of the most important crops within the state of Nayarit,
however, its high postharvest susceptibility has been related to the use of chemical
fungicides to prevent the lengthening of its useful life during its commercialization. Being the
Rhizopus stolonifer fungus one of the main causal agents of the fungal deterioration of the
fruit. An economical and sustainable alternative that has gained strength in recent years for
the treatment of these diseases has been the use of plant extracts and chitosan. The aim of
this research was to evaluate the effect of commercial chitosan (QC) in conjunction with
agueous extracts of coconut mesocarp (Cocos nucifera L.) (EAC) for the control of infection
by R. stolonifer in soursop fruits. A strain of R. stolonifer identified by amplification of the 18
and 28s rRNA regions was used. In vitro treatments consisted of soursop medium added
with extract at 1, 5 and 10% v / v and with chitosan at 0.5, 1.0 and 1.5% p / v. Inhibition tests
of mycelial growth, radial growth kinetics, sporulation and percentage of spore germination
were performed under the different treatments. During the postharvest of the fruit, the
curative and preventive effect of the treatments on the infection caused by R. stolonifer was
evaluated analyzing the effect on physicochemical and quality changes in fruits stored at 15
and 25 °C. Results of the in vitro stage showed that the extract showed a significant effect
on the reduction of mycelial growth (> 45%); On the other hand, QC (1.5%) showed 87%
inhibition, however, the combination of EAC (10%) with QC (1.5%) was more effective in
reducing mycelium growth (> 93%). All treatments were effective in inhibiting spore
production (> 94%) compared to the control. QC in combination with the EAC, was more
effective (> 98%) than the individual treatments (<48%) in inhibiting the germination of
spores. The modified Gompertz model showed an adequate fit for both storage
temperatures (> 98-99%), observing significant differences (p<0.05) between the variables
of maximum velocity (Vmax) and latency period (A) depending on the type of treatment.
applied, all treatments demonstrated a fungistatic effect. The in vivo application of the
treatments showed a significant effect (p<0.05) on the reduction of the severity and
incidence of the disease for both storage temperatures, the best results were observed when
applying the highest combinations of both treatments (QC 1.5 % + EAC 10%) and storing at
15 °C (Severity = 35.03 *+ 5.09%, Incidence = 32.5 + 6.36%). The quality parameters were
not affected by the application of the treatments, however, the application of chitosan
individually and in combination with the extract at 15 °C produced a lower loss in weight and
firmness, as well as a longer fruit shelf life preserving the physicochemical quality
parameters. The application of QC together with the EAC can represent a sustainable
alternative for the treatment of soft rot in soursop without modifying its post-harvest quality.

Keywords: Alternative treatments, Chitosan, Plant extract, Soursop, Fungal Disease, Eco-
friendly.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION.

La guanabana (Annona muricata) es uno de los cultivos de mayor importancia en
algunas regiones tropicales del planeta, caracterizandose por ser un fruto dulce, con
un peso promedio de 2 a 3 kg, del cual el 75% de su composicion es pulpa
comestible con elevada concentracion de azUcares (17.2 grados Brix) y un alto
contenido de compuestos bioactivos relacionados con funciones promotoras de la
salud (Zorofchian et al., 2015; Mishra et al., 2013). Debido a estas propiedades el
consumo y la demanda de guanabana han incrementado en los dltimos afios,
generando grandes expectativas dentro del sector agricola Nacional, donde el valor
neto de la produccién de guanabana en los Ultimos afios se ha estimado en 299
millones de pesos mexicanos, siendo México el principal productor del mundo con
3,600 ha cultivadas, del cual Nayarit aporta el 75.97% de la produccion nacional con
2,529.29 ha (SIAP, 2018). Sin embargo, en los ultimos afios una de las principales
probleméticas que ha afectado la actividad comercial del cultivo y consumo de
guanabana en el estado de Nayarit, han sido los deterioros en postcosecha por
enfermedades fangicas, las cuales se evidencian después de la cosecha y durante
la maduracion del fruto sin poder detectarse hasta que la enfermedad se ha
manifestado, produciendo el deterioro parcial o total de las caracteristicas
sensoriales y nutritivas (Ramos-Guerrero et al., 2020). Uno de los principales
patdgenos fungicos asociados al deterioro del fruto de guanabana en periodos
postcosecha, es el hongo sapréfito Rhizopus stolonifer, agente causal de la
pudricion blanda, enfermedad capaz de generar graves lesiones y pérdidas totales
en periodos muy cortos de tiempo (Ramos-Guerrero et al., 2018a; Cambero-Ayon
et al., 2019). Actualmente el Unico tratamiento efectivo para el control de este
fitopatdégeno ha sido el uso de fungicidas sintéticos, los cuales se han relacionado
con el desarrollo de tolerancia por parte de estos hongos, asi como diversas
afecciones a la salud humana y el medio ambiente (Sekhotha et al., 2015; Singh et
al., 2019); debido a esta problematica se propone el desarrollo de alternativas
sustentables para el control de las pudriciones en postcosecha causadas por el
patdgeno R. stolonifer y la conservacion de la calidad en frutos de guanabana en el

estado de Nayarit; valorando el empleo de quitosano comercial de alto peso
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molecular, debido al control que ejerce sobre algunas de las principales
enfermedades fungicas en frutos tropicales postcosecha, asi como su capacidad de
induccion de mecanismos de defensa en tejidos vegetales y a la capacidad para
generar recubrimientos adicionados con otros compuestos antifingicos, como es el
caso de algunos extractos vegetales con alto contenido de compuestos bioactivos
(Velazquez-del Valle et al., 2008; Rodriguez-Perez et al., 2016; Ramos-Guerrero et
al., 2018a), siendo los extractos acuosos de mesocarpio de coco (Cocos nucifera)
una alternativa viable en el aprovechamiento tecnolégico de uno de los principales
residuos organicos en las zonas costeras del estado de Nayarit, el cual ha
demostrado un perfil fitoquimico con potencial antifingico (Cortés-Rivera, 2019).
Debido a lo anterior se planted evaluar el potencial antifingico del quitosano de alto
peso molecular y de los extractos acuosos de mesocarpio de coco en R. stolonifer
mediante pruebas in vitro, determinando las concentraciones mas efectivas y el
posible mecanismo de accion de ambos tratamientos mediante parametros
cinéticos y microscopia 6ptica; Formulando con las concentraciones mas efectivas
un recubrimiento bioactivo capaz de prevenir el deterioro producido por este
patdgeno, asi como la conservacion de los parametros de calidad en frutos de
guandbana en etapa postcosecha durante su almacenamiento, mediante pruebas

in vivo.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES.

2.1. Generalidades de la Guanabana (A. muricata).

A. muricata es un fruto dulce miembro de la familia Annonaceae, conocido
popularmente como soursop 0 guanabana y cultivado principalmente en regiones
tropicales del planeta. Los frutos tienen un peso promedio de entre los 2 y 3 kg,
donde el 75% de su composicion es fraccion comestible con alto contenido de
azucares (17.2 grados Brix) la cual se emplea ampliamente en la preparacion de
jarabes, dulces, bebidas y concentrados (Zorofchian et al., 2015). El fruto suele ser
de forma ovalada o conica, con color verde oscuro cuando no esta maduro y con un
color verde mas claro cuando esta completamente maduro (Fig.1), siendo la pulpa
de un color blanco y textura jugosa, conteniendo de 150 a 170 semillas dependiendo
el peso (Virgen-Ceceiia et al., 2013; Shuaibu & Mohd, 2018).

Figura 1. Apariencia externa e interna del fruto de guandbana (Annona muricata L.).

Estudios previos han demostrado la presencia de un alto contenido de acetogeninas
en A. muricata, a las cuales se les atribuye actividades anticancerigenas,
antipaltdicas, antiartriticas, antiparasitarias, anticonvulsivas, hepatoprotectoras y
antidiabéticas. Se estima que mas de 100 tipos de acetogeninas anonaceas se han
aislado de diferentes tejidos del arbol y del fruto de A. muricata (Leon-Fernandez et
al., 2017; Mishra et al., 2013). Estas propiedades funcionales y terapéuticas
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atribuidas al perfil fitoquimico de A. muricata la convierten en un fruto con

importancia econdmica y social en regiones donde se cultiva y consume.
2.2. Importancia econdémica de la Guanabana.

Actualmente el cultivo y demanda de guanabana (A. muricata) se incremento tanto
en el mercado nacional como internacional, debido a las caracteristicas sensoriales,
nutricionales, nutracéuticas y a su asociacion con un alto contenido de acetogeninas
con potencial anticancerigeno, esto ha permitido un auge en el consumo en fresco
de la fruta, asi como en el procesamiento de alimentos a base de este fruto (Mishra
et al., 2013). A nivel internacional, México ocupa el primer puesto en producciéon de
guanabana con una superficie cultivada de 4,010.5 ha aproximadamente, superior
a paises de América Latina como Venezuela (2,174 ha), Brasil (2,000 ha) y Costa
Rica (500 ha), esto en conjunto con la ubicacion geogréfica del pais, le permiten ser
el principal exportador de guanabana a los Estados Unidos de América (Reyes-
Monter, 2018). Tan solo en 2017, se estimo6 que la produccion de guanabana en

México tuvo un valor neto superior a 299 millones de pesos mexicanos (SIAP, 2018).
2.2.1. Produccién nacional de Guanabana.

Segun datos del SIAP en 2017 en México se cultivaron 3,693.19 ha de guanabana
produciendo 29,228.46 toneladas de fruto distribuidas en 10 entidades federativas,
Nayarit, Michoacan, Guerrero, Jalisco, Morelos, Puebla, Tabasco, Veracruz,
Campeche y Colima, siendo Nayarit el principal productor con el 74.79% (21,860.02
toneladas) (SIAP, 2018).

2.2.2. Produccién estatal.

En 2018, se cultivaron 2,529.29 ha de guanabana en el estado de Nayarit donde los
principales municipios productores fueron: Compostela con 21,157.50 toneladas
(97%), San Blas con 443.03 toneladas (2.03%) y Tepic con 97.32 toneladas
(0.45%), con un valor neto aproximado superior a los 199 millones de pesos
mexicanos (SIAP, 2018).

2.3. Enfermedades postcosecha en guanabana.



La produccion y comercializacion de guanabana puede ser afectada por diferentes
organismos patodgenos, los cuales pueden producir lesiones graves en etapas
tempranas de la madurez del fruto o desencadenar enfermedades en los periodos
posteriores a la cosecha bajo una temperatura y humedad especifica (Velazquez-
del Valle et al., 2008). Sin embargo, la mayor tasa de pérdidas del fruto de
guandbana se da en periodos postcosecha, principalmente por el ataque de
patégenos flungicos capaces de producir infecciones en etapas tempranas de la
maduracion del fruto y no pueden ser detectados tan facilmente hasta que la
enfermedad se ha manifestado en la superficie generando graves lesiones; esto se
da principalmente porque las condiciones climéticas y fisiolégicas de maduracién
del fruto son favorables para el desarrollo de estas enfermedades produciendo
pérdidas de hasta el 100% de los frutos infectados (Andrades et al., 2009). Un
estudio previo por Cambero-Ayon et al., (2019) clasific6 a los principales
fitopatégenos del fruto de guanabana en el estado de Nayarit, donde la pudricién de
los frutos produce el mayor volumen de pérdidas y deterioros en la calidad del
mismo, siendo los hongos Pestalotiopsis sp. y Colletotrichum gloeosporioides
identificados como los principales agentes causales de la pudricién seca en frutos,
mientras que Lasiodiplodia pseudotheobromae es conocido como agente causal de
la pudricion blanda del fruto y en algunos casos se le asocia con la pudricion seca.
Mientras que los hongos Fusarium sp. y Cladosporium sp. son patdégenos
secundarios asociados con la capacidad de producir pudricion seca de frutos,

mientras que Penicillium sp. y Aspergillus sp. son hongos saprofitos agentes

causales de la pudricion blanda del fruto de guanabana (Fig. 2).

- LR
Fuente: Cambero-Ayon et al., (2019).



Figura 2.Frutos de guanabana con sintomas de pudricién. A) Pudricién seca por infeccién con
Colletotrichum gloeosporioides (Antracnosis), B) Pudricién asociada a invasion por insectos plaga
(Bephratelloides cubensis), C) Pudricién blanda asociada a infeccion por Rhizopus stolonifer.

Uno de los principales fitopatdogenos del fruto de guanabana (A. muricata) es el
hongo saprofito R. stolonifer agente causal de la pudricion blanda, capaz de generar
graves lesiones y pérdidas de hasta el 100% en lapsos muy cortos de tiempo

durante el periodo postcosecha de los frutos (Ramos-Guerrero et al., 2018b).

2.4. Rhizopus stolonifer.

R. stolonifer es un zigomiceto de crecimiento filamentoso considerado uno de los
principales hongos fitopatdgenos en frutos tropicales, se caracteriza por su
capacidad para crecer y desarrollarse en un amplio rango de temperaturas y
humedades relativas, siendo su rapida velocidad de desarrollo lo que le permite
infectar en periodos cortos la superficie de algunos frutos tropicales, generando la
patologia conocida como pudricion blanda (Velazquez-del Valle et al., 2008; Ramos-
Guerrero et al., 2018a). Este fitopatdgeno es capaz de sobrevivir en el suelo, en los
desechos del huerto y en los alrededores de las empacadoras y almacenes de fruta,
debido a que las esporas liberadas pueden llegar a sobrevivir por largos periodos a
temperaturas relativamente elevadas y en ambientes secos. Sin embargo, estas
esporas no suelen causar una infeccidn directa en los tejidos sanos del fruto, sino
gue la infeccioén previa a la cosecha ocurre comunmente en frutos lesionados por
insectos, afectados por trastornos fisiolégicos o por dafio mecénico durante su
recoleccion, siendo una infeccidn oportunista (Bautista-Barfios et al., 2008). Una vez
gue una espora entra en contacto con un tejido herido, comienza un proceso interno
de sefializacion desencadenando un conjunto de procesos bioquimicos que hacen
que la espora germine, comenzando a desarrollarse el tubo germinativo y
posteriormente el micelio de rapido crecimiento sobre la superficie del fruto (Fig.3-
A), mediante la produccién de enzimas capaces de degradar la pared celular de las
células vegetales (Pectinasas y amilasas) desnaturalizando los tejidos y provocando
la infeccion y muerte del fruto (Bautista-Bafios et al., 2008). Este hongo se
caracteriza por la capacidad de penetrar en el sustrato para obtener los nutrientes
para su desarrollo y por la produccion de esporangioforos erectos delgados y
anclados al sustrato por rizoides. Una vez finalizado el desarrollo del micelio, los

esporangioforos dan lugar a esporangios de columela aérea hemisférica, pared



celular delgada que contiene numerosas esporangiosporas negras cuando estan
maduras (Fig.3) (Omoifo Charles, 2011; Bautista-Bafios et al., 2008).

Fuente: Ramos-Guerrero et al., 2018a.
Figura 3. Micrografias de R. stolonifer aisladas de guandbana. A) Micrografias del micelio a 9500
+aumentos. B) Micrografias de esporas de R. stolonifer a 910000 aumentos.

Actualmente el Unico tratamiento efectivo en el control de este fitopatdgeno ha sido
el empleo de fungicidas quimicos. Sin embargo, investigaciones previas han
puntualizado las diversas afecciones a la salud y al medio ambiente que el uso
continuo de estos productos conlleva (Sekhotha et al., 2015; Singh et al., 2019).

2.5. Estrategias convencionales para el control de enfermedades fungicas.

Diversos estudios han sefialado el elevado volumen de pérdidas en la produccion
agricola relacionadas al ataque por enfermedades flingicas en periodos posteriores
a la cosecha, las cuales tienen la capacidad de mermar las ganancias econémicas
y aumentar la carga financiera para productores y consumidores, deteriorando la
cadena productiva de los principales insumos agricolas; debido a esto muchos
agricultores optan por el uso de fungicidas sintéticos, los cuales han demostrado
tener un efecto control sobre los principales fitopatégenos fungicos y representar
una alternativa econOmicamente viable para el cultivo y manejo de frutos en
postcosecha. Sin embargo, investigaciones previas han puntualizado las diversas
afecciones a la salud y al medio ambiente que el uso continuo de estos productos
conlleva (Sekhotha et al., 2015; Singh et al., 2019); desde la década de 60’s se ha
experimentado un aumento generalizado en el uso de fungicidas sintéticos debido

a la creciente demanda agricola y alimentaria que supone el crecimiento poblacional



en paises en desarrollo, esto se ha relacionado con un aumento sustancial en el
namero de envenenamientos no intencionales y en el desarrollo de enfermedades
cronico degenerativas en personas expuestas a diferentes dosis de productos
fungicidas, estimandose un aproximado de 355,000 muertes anuales a causa de
afecciones a la salud por la exposicién o el manejo de agroquimicos sintéticos de
manera continua o aislada (Konradsen et al., 2003; Anjala, 2017; Zelonkova et al.,
2019). Asi mismo diversos estudios han demostrado el desarrollo de tolerancia al
uso continuo de agroquimicos y fungicidas por parte de algunos de los principales
patogenos fungicos, esto ha motivado la busqueda de alternativas naturales para el
control de las pudriciones postcosecha, valorAndose opciones como el empleo de
productos y compuestos de origen orgénico con potencial antifingico (Gonzalez-
Estrada et al., 2019).

2.5.1 Estrategias alternativas.

Las tendencias agricolas actuales han involucrado el estudio y empleo de algunos
compuestos de origen organico como alternativa sustentable al tratamiento de
enfermedades fungicas por métodos convencionales como el uso de agroquimicos
y fungicidas sintéticos, donde en los ultimos afios se ha implementado el uso de
tratamientos a base de antagonistas microbianos, quitosano y extractos vegetales,
los cuales han demostrado tener un elevado efecto antifungico (Velazquez-del Valle
et al., 2008). Diferentes estudios han relacionado la actividad antifungica de algunos
extractos vegetales con un elevado contenido de compuestos fendélicos como los
acidos hidroxicinamicos y derivados de las ligninas, donde se sugiere el mayor
efecto antifingico de estos compuestos es debido a la produccién de cambios ultra
estructurales en las membranas citoplasmaticas del hongo, produciendo un estado
de autofagia y dificultando la actividad enzimética de la célula, retardando o
inhibiendo parcialmente algunas rutas metabdlicas de adaptacion y formacion de
estructuras miceliales por parte del hongo (Mohamed et al., 2016; Veldhuizen,
2018). Un estudio previo por Omnia et al. en 2016 demostr6 que el empleo de
quitosano como tratamiento preventivo de enfermedades fungicas puede inducir la

sintesis de compuestos bioactivos en algunos sistemas vegetales.

2.5.2. Quitosano.



El quitosano es un polimero no toxico, bioactivo con propiedades fungicidas e
inductor de mecanismos de defensa en tejidos vegetales, obtenido a partir de la
desacetilacion de la quitina que se encuentra en el exoesqueleto de los crustaceos
y algunos hongos e insectos. Este biopolimero, se ha convertido en una alternativa
efectiva para el tratamiento y prevencion de algunas de las principales
enfermedades fungicas en periodos postcosecha debido a los diferentes
mecanismos de accién como fungicida natural. Se ha comprobado que debido a su
naturaleza policatiénica es capaz de detener el crecimiento micelial de algunos
hongos en pruebas in vitro e in vivo, asi como causar dafios en las membranas
plasmaticas y membranas nucleares de esporas, hifas y micelios. Otros posibles
mecanismos de accién de su actividad antifungica se relacionan con el efecto
inhibitorio de la sintesis de algunas enzimas hidroliticas producidas y excretadas
por las células del hongo, tal como la celulasa, cutinasas, pectinmetilesterasa,
poligalacturonasa y pectatoliasa, ademas de la formacion de recubrimientos que
actlan como barreras estructurales que impiden la penetracién del hongo en el
hospedero y generar una atmosfera modificada con un alto contenido de CO2 y un
bajo contenido de O2. Los efectos antifungicos del quitosano sobre diferentes
fitopatdgenos se han relacionado con el nivel de desacetilacion de la molécula, el
peso molecular del compuesto y la concentracion aplicada entre otros factores
(Gutierrez-Martinez et al., 2013; Harshitha et al., 2018; Gutierrez-Martinez et al.,
2018). Estudios previos han demostrado algunos efectos antifingicos del quitosano
sobre la morfologia y desarrollo de R. stolonifer, donde las hifas de este hongo en
contacto con quitosano presentan un desarrollo longitudinal de menor tamafo
ademas de presentar cambios en su morfologia como aumento en el volumen
celular, bifurcacion y distorsion (Ramos-Guerrero et al., 2018a). Asi mismo el
quitosano se ha relacionado con la posible induccién de compuestos de defensa en
plantas ante el ataque de patégenos, estimulando la produccién de compuestos
fendlicos como el acido clorogénico, acido cafeico, acido P-cumérico y otros,
ampliamente relacionados con una elevada capacidad antifungica (Omnia et al.,
2016). Estudios previos han demostrado un alto contenido de estos compuestos
fendlicos en la composicion de algunos extractos vegetales con capacidad

antifingica (Sernaité et al., 2018).

2.5.3. Extractos vegetales.



Actualmente el estudio y empleo de los extractos de algunas plantas y subproductos
agricolas, han resultado ser una alternativa viable en el control de algunas de las
principales enfermedades postcosecha, esto debido a que en su mayoria estan
conformados por un conjunto de metabolitos secundarios sintetizados naturalmente
por las plantas, en su mayoria de caracter aromatico, siendo constituidos por
fenoles, acidos fendlicos, flavonoides, flavonas, taninos, flavonoles, quinonas,
flavonas y cumarinas (Ribeiro-da Silva et al., 2013; Bancas-Benitez et al., 2018;
Fiore et al., 2019); este conjunto de componentes organicos derivados
principalmente del metabolismo secundario de las plantas se caracteriza por su
ubicuidad en el reino vegetal y por su fuerte actividad antioxidante, la cual se ha
relacionado con la capacidad de inhibir el desarrollo y proliferacion de algunos de
los principales fitopatdgenos fungicos (Ornelas-Paz et al., 2012; Martirosyan &
Miller, 2018). Un estudio realizado por Sernaite en 2018 recopila un conjunto de
investigaciones sobre el uso de extractos naturales de diferentes géneros de plantas
en el control biologico in vitro o in vivo de algunos organismos fitopatdgenos,
agentes causales de enfermedades postcosecha (Tabla 1), donde se sugiere que
el conjunto de compuestos fendlicos tiene una alta eficacia contra algunos de los

principales fitopatégenos debido a su actividad antioxidante y antimicrobiana.

Tabla 1.Recopilacién de investigaciones previas sobre el efecto de diferentes extractos vegetales
como antifingicos naturales.

Reduccion de
Extracto vegetal Fitopatégeno la Referencia
Enfermedad

Botrytis cinerea
Sclerotium rolfsii

Agapanthus africanus Rhizoctonia solani 97-100% (Tegegne et al.,
(L.) Botryosphaeria dothidea 2008)
Mycosphaerella
pinoides

Thymus kotschyanus
Bupleurum falcatum
Thymus daenensis
Stachys pubescens

Aspergillus flavus
Alternaria alternata 36-58%
Fusarium oxysporum

(Mohamed et al.,
2016)

. Colletotrichum
Thymus vulgaris gloeosporioides
Lippia citriodora Alternaria citrii 100% (Combrinck et al.,

Cinnamonum I 2011)
zeylanicum B.ot.rytls cinerea
Penicillium digitatum

Geotrichum citri-aurantii 80-100%
Geotrichum candidum

Cistus plant species (Karim et al., 2017)

Allium sativum
Datura stramonium
Eucalyptus globules

Fusa}rlum oxysporum 61-72% (Cherkupally et al.,
Rhizoctonia solani 2017)




Macrophomina
phaseolina

Fuente: (Sernaité et al., 2018).

Esta actividad biolégica supone el aprovechamiento integral de muchos
subproductos de la industria agroalimentaria, debido a que la extraccién de estos
compuestos bioactivos con capacidad antifingica involucra partes no consumibles
de frutos y hortalizas dandole un valor agregado a esos tejidos residuales, los cuales
han demostrado ser una fuente viable de compuestos bioactivos con una fuerte
capacidad antifungica y antioxidante (Andrade et al., 2010; Pintos et al., 2018). Uno
de los principales residuos organicos del estado de Nayarit y de algunas regiones
costeras del mundo es el mesocarpio de coco (C. nucifera), el cual se ha
comprobado tiene un alto contenido de compuestos bioactivos con actividad

antifangica (Verma et al., 2012).

2.5.4. Extracto de mesocarpio de coco (C. nucifera).

Una investigacion previa sobre la capacidad antimicrobiana de los tejidos fibrosos
de coco por Verma et al. en 2012 identific6 mediante HPLC comparando con
estandares auténticos la presencia de algunos agentes bioactivos enlazados a la
matriz fibrosa del mesocarpio de coco, siendo el tocoferol, el cicloartenol, el B-
sitosterol y el alcohol de palmitoleico los principales compuestos ligados.
Posteriormente un estudio fitoquimico realizado por Lima et al. en 2015 sobre la
composicién de los extractos etandlicos y acuosos de la fibra de coco (mesocarpio)
detectaron un alto contenido de bioactivos como fenoles, taninos, triterpenos,
esteroides, leucoantocianina, flavonoides y alcaloides. Un estudio similar por
Cortés-Rivera en 2019 identificO mediante HPLC-DAD-MS un alto contenido de
compuestos fenodlicos de la familia de los &cidos hidroxicinamicos y de los
flavonoides en la fraccién soluble del mesocarpio y exocarpio de coco, donde
mediante pruebas in vitro los extractos acuosos de mesocarpio demostraron tener
un alta efectividad antifingica en concentraciones bajas (1.0, 5.0 y 10% v/v) contra
el fitopatogeno del limon persa (Citrus latifolia) Penicillium italicum, con una
inhibicion del crecimiento micelial de entre el 75-83%, reduciendo significativamente
el proceso de esporulacion del hongo e inhibiendo la germinacion de las esporas,
conteniendo la dispersién del hongo en un radio controlado (Cortés-Rivera et al.,

2019). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el uso de extractos



crudos de algunos subproductos agricolas, puede tener un efecto positivo en la
conservacion de los principales parametros de calidad en frutos y hortalizas,
aumentando la vida util de consumo y disminuyendo la velocidad de maduracion de
frutos tratados (Tabassum et al.,, 2018), la actividad biolégica de algunos
componentes bioactivos presentes en residuos agricolas, puede emplearse para la
mejora sustancial de algunos recubrimientos con actividad antifingica, favoreciendo
la conservacién y estabilidad del perfil fitoquimico y nutricional de frutos en etapas

postcosecha.

2.5.5. Recubrimientos enriquecidos.

En los ultimos afios, se ha sugerido el uso de recubrimientos enriquecidos con
compuestos de origen organico para la conservacibn de las principales
caracteristicas de calidad en frutos y hortalizas en postcosecha, permitiendo una
mejora en la estabilidad del perfil fitoquimico y nutricional de los alimentos durante
los periodos de almacenamiento, comercializacién y consumo; debido a esto se ha
evaluado el uso de algunos biopolimeros en combinacion con extractos vegetales
sobre la conservacién de estos parametros de calidad (Kore et al.,, 2017). Los
principales compuestos asociados a esta actividad bioldgica en algunos extractos
vegetales son aquellos que presentan una fuerte actividad antioxidante, los cuales
pueden producir un efecto protector sobre los principales nutrientes y componentes
oxidables de los alimentos, extendiendo de esta forma su vida util de consumo; este
grupo de compuestos incluyen moléculas tales como carotenoides, flavonoides y
compuestos fendlicos. Sin embargo, la aplicacion de estos compuestos implica
ciertas desventajas debido su baja estabilidad en presencia de altas temperaturas,
en presencia de luz y debido a su alta volatilidad y limitada solubilidad. Este conjunto
de caracteristicas da como resultado una pérdida en la funcionalidad de estos
compuestos al aplicarse como tratamiento preventivo para el deterioro de calidad,
en este sentido algunos materiales poliméricos pueden aliviar efectivamente este
tipo de deficiencias (Ayala-Zavala et al., 2008; Fang & Bhandari, 2010). Un estudio
previo por Nasrin et al. en 2018 demostro que la aplicacion de recubrimientos a base
de quitosano al 1.0%, incorporados con aceite de coco, tuvieron un efecto
significativo sobre la conservacion del contenido de acido ascérbico en fruto durante

el almacenamiento, mejorando la estabilidad en un 70% durante un periodo de 16



dias a temperatura ambiente, en cambio, frutos sin recubrimiento mantuvieron el
contenido de &cido ascérbico en un 45.56%, asi mismo se reporta una mejora
sustancial en la estabilidad de los compuestos bioactivos asociados al sabor y
aroma en frutos con recubrimiento, y mayor aceptabilidad de los parametros de
firmeza y color. Wissam Zam en 2019 evalué la aplicacion de recubrimientos de
quitosano al 1.0% enriquecidos con extracto de hojas de oliva (Olea europaea)
sobre frutos de cereza (Prunus avium L.) en periodo postcosecha, los cuales
demostraron retardar los procesos de maduracion y aumentar el contenido de
antocianinas en cuticula por un periodo de 20 dias bajo condiciones de
almacenamiento, mientras que el contenido de acido ascorbico en pulpa y el
contenido de compuestos fendlicos totales en frutos de cereza con recubrimientos
enriguecidos mantuvieron una mejor estabilidad durante el periodo de
almacenamiento a diferencia de frutos no tratados. Actualmente el uso de
recubrimientos enriquecidos con compuestos bioactivos sobre frutos en etapas
postcosecha, ha demostrado una mejora sustancial en la conservacion de los
principales compuestos fitoquimicos y nutricionales asociados a sabor, color y
aroma, retardando los procesos de maduracion y oxidacion durante el
almacenamiento de estos productos agricolas; sin embargo, es necesario
comprender a fondo el efecto que tienen este tipo de tratamientos a nivel bioquimico

y molecular en frutos y hortalizas.



CAPITULO 3. JUSTIFICACION.

México es el principal productor de guanabana (A. muricata) a nivel mundial y en
los ultimos afios se ha observado un incremento en el consumo y demanda de este
producto, debido a sus caracteristicas nutricionales y asociacion con compuestos
bioactivos como las acetogeninas capaces de prevenir diferentes padecimientos
cronicos mediante su consumo. Esto ha generado una expectativa de crecimiento
econémico para la region agricola del estado de Nayarit, donde la principal
problematica es la pérdida del fruto por infecciones con fitopatégenos fungicos y el
deterioro de las caracteristicas sensoriales del mismo durante su almacenamiento.
Siendo el hongo R. stolonifer el principal agente causal de la pudricion blanda en
frutos de guandbana en periodos postcosecha, produciendo grandes pérdidas
debido a su ciclo de desarrollo y a su resistencia contra fungicidas convencionales.
Debido a esto se plantea aprovechar las propiedades antifUngicas de algunas
fuentes alternativas como el quitosano comercial de alto peso molecular (QC) y los
extractos acuosos de mesocarpio de coco (C. nucifera) (EAC) para el control de las
enfermedades producidas por la infeccién con R. stolonifer, mediante la evaluacién
“in vitro” de ambos tratamientos a diferentes concentraciones, para posteriormente
evaluar las combinaciones de quitosano y extracto acuoso mas efectivas en pruebas
“in vivo” sobre frutos de guanabana (A. muricata) para el control de la enfermedad

y conservacion de los pardmetros de calidad del fruto durante su almacenamiento.



CAPITULO 4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo General.

Evaluar el efecto fungicida de una solucién a base de un extracto acuoso de

mesocarpio de coco (C. nucifera) y quitosano comercial en el control de la

enfermedad producida por el hongo R. stolonifer y el deterioro en la calidad de frutos

de guanabana (A. muricata) durante la postcosecha.

4.2. Objetivos especificos.

v

Evaluar la actividad antifungica “in vitro” de los tratamientos (QC y EAC) de forma
individual y en combinacion a diferentes concentraciones mediante pruebas de
inhibicion del crecimiento micelial, esporulacién y germinacion de esporas de R.

stolonifer.

Evaluar el efecto de los tratamientos in vitro sobre los parametros cinéticos de

crecimiento radial en R. stolonifer.

Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la morfologia externa de

micelio y conidios de R. stolonifer mediante microscopia 6ptica.

Evaluar el efecto “in vivo” de la aplicacion de una solucion de EAC y QC en el
control de la enfermedad por R. stolonifer en frutos inoculados de guandbana (A.
muricata) a temperatura ambiente (25 °C)y de refrigeracion (15 °C).

Evaluar el efecto “in vivo” de una solucion de EAC y QC sobre pardmetros de
calidad postcosecha (°Brix, acidez, color, firmeza, SST y vida Gtil maxima) en
frutos de guanabana (A. muricata) durante su almacenamiento a temperatura

ambiente (25 °C)y de refrigeracion (15 °C).



CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Plan general.

En los siguientes esquemas se detalla el plan general:

ETAPA 1
Pruebas /n Vitro

|

Activacion e Identificacion del patégeno

|

Preparacion de los tratamientos

\

i l

Inhibicion del Crecimiento Micelial Cinética de Crecimiento Radial

1 | 1 |

% Esporulacion % Germinacion Anélisis In Silico

Esquema 1.Plan general etapa 1 (Pruebas in vitro).

ETAPA 2
Pruebas In Vivo

l

Preparacion de los frutos — Aplicacion de los Tratamientos

l |

Evaluacién de la proteccion postcosecha Evaluacién de los pardmetros de calidad

|
T :
Color
Incidencia de la enfermedad Severidad de la enfermedad =
Firmeza
v
% SST
+

% Pérdida de peso
¥

% Acidez
¥

Vida atil maxima



Esquema 2. Plan general etapa 2 (Pruebas in vivo).

SST: Sélidos Solubles Totales.

5.2. Primera Etapa Evaluaciones “In vitro”.
5.2.1. Preparacién del extracto acuoso de mesocarpio de coco (C. nucifera).

La preparacion del EAC se realizo siguiendo la metodologia descrita por Cortés-
Rivera et al. en 2019 con algunas modificaciones, donde el mesocarpio de coco se
adquiri6 en el municipio de San Blas, Nayarit, con productores locales;
seleccionando muestras con etapas de madurez homogénea, sin dafios por
insectos o por manipulacion durante la cosecha, posteriormente las muestras se
trasladaron al Laboratorio Integral de Investigacion en Alimentos (LIIA) dentro del
Instituto Tecnoldgico de Tepic y se les aplicé un primer lavado con agua corriente
para remover particulas sélidas e impurezas, posteriormente se lavaron con agua
destilada y se sometieron a secado en un horno convencional con sistema digital de
temperatura (NOVATECH, Modelo: HS60 AID E.E. U.U.) por 24 h a 70 °C; las
muestras secas fueron pulverizadas con ayuda de un equipo NUTRIBULLET
(Modelo: NBR-0804B, E.E. U.U.) y tamizadas con una malla de 0.5 micras hasta
obtener un polvo fino homogéneo, del cual se suspendieron 500 mg en 20 mL de
agua destilada estéril empleando un tubo de 50 mL, la suspensién se agité durante
2 h con ayuda de un Agitador orbital (Heidolph, Reax 2, E.E. U.U.), se centrifugd
(HERMLE, 7326 K, E.E. U.U.) a 6000 rpm durante 10 min a 4 °C y se recuperaron
los sobrenadantes. Los extractos obtenidos se filtraron con ayuda de Acrodiscos
estériles (Unidad de filtracién Millex-HN; 0.45 um, nylon, 33 mm) y se almacenaron

en tubos estériles de 25 mL en refrigeraciéon a 4 °C.
5.2.1. Preparacion del quitosano.

La preparacion del QC se realizé siguiendo la metodologia descrita por (Rodriguez-
Guzman et al.,, 2019) con algunas modificaciones, donde para los diferentes

tratamientos se prepararon concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5% (p/v) de quitosano



de alto peso molecular (American Foods, Functional Ingredients, Zapopan, Jalisco,
México) y se solubilizaron en agua destilada estéril con vinagre (Member 's Mark,
México) al 10% (v/v). Las soluciones se sometieron a agitacién constante por 24 h,
y el pH se ajusto a 5.6 con una solucién de NaOH 1N, adicionando 0.1 mL de Tween
80.

5.2.2. Reactivacion de Rhizopus stolonifer.

La cepa de R. stolonifer se aislo previamente de guanabana infectada. El cultivo de
R. stolonifer se activd agregando 40 uL de una suspension de esporas (1x10°
esporas/mL) en placas de Petri con medio enriquecido con guanabana, el medio se
preparé mezclando 24 g de agar bacteriolégico (MCD LAB ™) con 56 g de
guanabana fresca por litro de agua destilada e incubando a 27 + 2 °C durante 8

dias.
5.2.3. Preparacion de los tratamientos para su evaluacién in vitro.

Para la preparacion de los tratamientos a base de extracto acuoso de mesocarpio
de coco, se emple6 la metodologia de agar envenenado descrita por Balouiri et al.,
(2016) con algunas modificaciones, donde los extractos se incorporaron en el medio
enriquecido con guandbana estéril a concentraciones de 1.0, 5.0 y 10% (v/v) y se
vaciaron en placas de Petri. Para la preparacion de los tratamientos a base de
quitosano, se utilizé la metodologia descrita por (Ramos-Guerrero et al., 2018a) con
algunas modificaciones donde se agregaron 5 mL del quitosano en concentraciones
de 0.5, 1.0 y 1.5% en medio enriguecido con guandbana e integrandose mediante
agitacion y vaciando en placas de Petri de 100x15 mm. El control negativo consistio

en placas con medio enriquecido de guanabana sin tratamiento.
5.2.4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (% ICM).

Se empled el método de dilucion en agar descrito por (Gonzalez-Estrada et al.,
2017), con algunas modificaciones donde se evaluaron los diferentes tratamientos:
QC (0.5, 1.0y 1.5% plv), EAC (1.0, 5.0 y 10% v/v) y su combinacion (QC 0.5% +
EAC 1.0%, QC 1.0% + EAC 5.0 % y QC 1.5% + EAC 10.0%). Las placas con

tratamiento fueron inoculadas con un disco de agar de 10 mm de diametro de



cultivos de R. stolonifer con 72 h de crecimiento. Las placas de agar se incubaron a
27 °C durante 48 h. El control consistié en medio de guanabana sin tratamiento. Se
realizaron mediciones cada 24 h utilizando un equipo vernier (Calibrador Vernier
Digital, Truper 14388, EE.UU.) hasta que el control tocara las paredes de la placa
Petri. La actividad antifingica se expreso en términos de porcentaje de inhibicion

del desarrollo micelial y se calcul6 de acuerdo con la ecuacion 1.

WICM = ((DC — Di) — (DT — Di)) « 100 Ec. (1)

(DC — Di)

IDM= Inhibicién del crecimiento micelial.
DC= Diametro del control.

DT= Diametro del tratamiento.

Di= Diametro inicial (10 mm).

Todas las pruebas se realizaron por triplicado, y cada experimento se repitié dos

veces.
5.2.5. Cinética del crecimiento radial.

Se empled la técnica descrita por (Ochoa-Velasco et al.,, 2016) con algunas
modificaciones donde las placas empleadas en las pruebas de % ICM fueron
fotografiadas y medidas utilizando un equipo vernier (Calibrador Vernier Digital,
Truper 14388, EE.UU.) hasta la colonizacion completa de la placa. Las mediciones
se tomaron cada 4 h hasta que la colonia se desarrollara por toda la placa o su
desarrollo fuera constante; se realizaron tomas del radio de crecimiento con una
camara fotografica profesional marca Nikon (Nikon D500 DSLR, EE.UU.) y con
ayuda del software Adobe photoshop (Adobe, CC 2018, White Lion, EE.UU.) se
convirtieron en imagenes binarizadas (blanco y negro) realizando su
fraccionamiento en circulos concéntricos de crecimiento progresivo. La cinética de

crecimiento radial de la colonia se ajusto mediante el Software Find Graph (UNIPIZ



Lab, 1.960, EE.UU.) ajustando las curvas a un modelo modificado de Gompertz
mediante la ecuacion 2.

N, e
LnN—(t) = A exp(—exp (Vmax T -0+ 1)) Ec. (2)

Donde:

N.= Crecimiento en el tiempo (t).
Ny=Crecimiento en el tiempo (0).

Vmax= Tasa de crecimiento méxima especifica.
A= Crecimiento maximo en la fase estacionaria.

A= Duracion de la fase de latencia.
5.2.6. Esporulacion.

Para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la esporulacion se
empled la metodologia descrita por (Ramos-Guerrero et al., 2018a) con algunas
modificaciones, donde se prepard una suspension de esporas a partir de las placas
de Petri empleadas en la evaluacién del desarrollo micelial, afiadiendo 10 mL de
una solucion de NaCl al 0.8% estéril y realizando un raspado de la superficie con
una varilla de vidrio estéril a fin de romper la estructura micelial y liberar las esporas
formadas, posteriormente se filtraron las suspensiones con gasas estériles sobre un
embudo de vidrio estéril, depositando la suspensién de esporas en tubos de 50 mL.
Se determiné la concentracién de esporas por mL mediante conteo sobre la camara
de Neubauer depositando 14 L de cada tratamiento, y visualizando a través del
microscopio Optico (Motic BA300, EE.UU.) mediante el objetivo 40X hasta

determinar el nimero de esporas por mL mediante la ecuacion 3.

Células N 25 4« 10% x F Ec. (3)
= — %k E 3 *k
mlL 10

Donde:

N: Suma total de células contadas en 5 cuadrantes de la cAmara de Neubauer.



25: Numero total de cuadrantes.

10*: Factor de conversién (Numero de células por cuadrante a nimero de células

por mL).

F: Factor de dilucion.
5.2.7. Porcentaje de Germinacion.

Se determind el porcentaje de germinacion de esporas mediante la metodologia
descrita por (Ramos Guerrero et al., 2018a) con algunas modificaciones, donde se
obtuvo una suspension madre de esporas utilizando un cultivo de R. stolonifer con
72 h de crecimiento, afiadiendo 10 mL de una solucion de NaCl al 0.8% estéril a la
placa de Petri para posteriormente realizando un raspado de la superficie con una
varilla de vidrio, filtrar la suspension con gasas estériles sobre un embudo de vidrio
estéril y depositarla en un tubo de 50 mL. Se ajusté la concentracién de esporas a
1x10° esporas/mL. El célculo de la concentracién en la suspensiéon de esporas se
realiz6 mediante un conteo en la camara de Neubauer depositando una alicuota de
14 pL y visualizando a través del microscopio oOptico (Motic BA300, EE.UU.)
mediante el objetivo 40X hasta determinar el nUmero de esporas por mL mediante
la ecuacion 3. Posteriormente se tomaron alicuotas de 100 mL y se depositaron en
discos de medio enriquecido con guanabana adicionados con los tratamientos: QC
(0.5,1.0y 1.5%), EAC (1.0, 5.0y 10.0 %) y los tratamientos combinados (QC 0.5%
+ EAC 1.0 %, QC 1.0 % + EAC 5.0 %, y QC 1.5 % + EAC 10 %). El conteo de
esporas germinadas se realiz6 a las 4 h de incubacién usando un microscopio 6ptico
(Motic BA300, EE.UU.) con el objetivo 40X. Para determinar el nimero de esporas
germinadas, se consideraron germinadas las esporas con un tubo germinativo del
doble de su tamafio. El porcentaje de germinacion se calculé utilizando la ecuacién
4.

] ., Esporas germinadas Ec. (4)
% Germinacion = Esporas totales * 100

5.2.8. Simulacién de las interacciones entre tratamientos.



Se simularon interacciones entre las principales cargas organicas presentes en el
extracto acuoso de mesocarpio (Acido clorogénico y galocatequina) con el
quitosano, empleandose moléculas de quitosano en formato PDB de la base de

datos “PolySac3DB” (http://polysac3db.cermav.cnrs.fr/db-connect.php?number=76)

y moléculas de los compuestos fendlicos de la base de datos “Human Metabolome
Database” (https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0003164). Las estructuras fueron

optimizadas mediante calculos de dindmica molecular MMFF94 y MM2, y se
determind la densidad de carga total por el calculo de Huckel mediante el software
para Windows Chem3D (17.0, PerkinElmer Informatics Inc, EE.UU.).
Posteriormente se emple6 el software para Autodock 4.2 (Version 1.5.6) para
agregar cargas parciales de Gasteiger e hidrogenos necesarios en las moléculas de
quitosano, asi como valores de torsion en las moléculas de acido clorogénico y
galocatequina exportandose como archivos pdbqt. y mediante el software PyMOL
(Version 2.3.4, Windows) se visualizaron interacciones de caracter polar entre las

moléculas.
5.3. Segunda Etapa Evaluaciones “In vivo”.
5.3.1. Inoculacion del patégeno en frutos de guanabana (A. muricata).

La inoculacién del hongo en el fruto se realiz6 empleando la metodologia descrita
por (Ramos-Guerrero et al., 2018a), donde todos los frutos de guanabana se lavaron
y desinfectaron con una solucion con hipoclorito de sodio (NaClO) al 2.0% (v/v)
durante 2 min, y se secaron a temperatura ambiente (25 °C), posteriormente se
realizaron 10 heridas de 3 mm de profundidad en diferentes zonas del fruto con
ayuda de una jeringa de insulina con aguja estéril calibre 31. Cada herida fue
inoculada con el patdgeno de interés administrando 10 puL de una suspension de

esporas previamente ajustada (1x108 esporas /mL).
5.3.2. Aplicacion de los tratamientos In vivo.

La aplicacion de los tratamientos se realiz6 empleando la metodologia descrita por
(Rodriguez-Pereida, 2018) y (Ramos-Guerrero et al., 2018b) con algunas
modificaciones. Los frutos previamente inoculados se mantuvieron a temperatura

ambiente en una atmoésfera estéril durante 8 h con el fin de que las esporas


http://polysac3db.cermav.cnrs.fr/db-connect.php?number=76

inoculadas se desarrollaran sobre la cuticula del fruto. Transcurrido el tiempo de
germinacion, se aplicaron los tratamientos de QC (0.5, 1.0 y 1.5% p/v), EAC (1.0,
5.0y 10.0 % v/v) y su combinacién (QC 0.5% + EAC 1.0%, QC 1% + EAC 5%y QC
1.5% + EAC 10%) mediante inmersion del fruto durante 5 min. El tratamiento control

consistié en agua destilada estéril.
5.3.2.1. Incidencia de la enfermedad.

La incidencia de la enfermedad se determiné por el método descrito por (Andrades
et al., 2009) con algunas modificaciones, calculando la relacion entre el nimero de
heridas infectadas por fruto con el nimero de heridas totales empleando la siguiente

ecuacion.

, . Numero de Heridas infectadas Ec. (5)
% Incidencia = v - 0
Numero de Heridas totales

5.3.2.2. Severidad de la enfermedad.

El porcentaje de severidad de la enfermedad se determind empleando la
metodologia descrita por (Rodriguez-Pereida, 2018) con algunas modificaciones
donde con ayuda de un vernier (Calibrador Vernier Digital, Truper 14388, EE.UU.)
se midio el crecimiento diametral de las heridas inoculadas, los resultados se

expresaron en mm y la severidad se calcul6 utilizando la ecuacion 6.

, Diametro promedio de las lesiones de las heridas control Ec. (6)
% Severidad = * 100 '

Diametro promedio de las lesiones de las heridas tratadas

5.3.3. Color.

Se evaluaron los cambios en el color siguiendo la metodologia reportada por
(Gonzalez-Estrada et al., 2017) midiendo la diferencia de color mediante las
variables L*H*C* con el uso de un equipo colorimetro (PCE-CSM 1, PCE-
INSTRUMETS, EE.UU.) a diferentes tiempos.

5.3.4. Firmeza.



La determinacion de la firmeza se realizé empleando el método descrito por (Dang
et al., 2016) empleando un texturometro (TA.XT Plus, EE.UU.) mediante la
penetracion a lo largo del fruto con cascara. Los resultados se expresaron en
Newtons (N).

5.3.6. Pérdida fisiologica de peso (PFP).

La pérdida de peso fisiolégico de las frutas se determiné por la metodologia
reportada por (Kaur, 2016) y los resultados se expresaron como porcentaje de

pérdida de peso empleando la ecuacion 7.

L Peso Inicial — Peso Final Ec. (7
% Pérdida de peso = Peoso Inicial x100 c.(7)

5.3.7. Sélidos solubles totales (SST).

Para la determinacion de los SST se emple6 la metodologia reportada por la (AOAC,
2000) usando un refractémetro digital (PAL-COFFEE, Atago, EE.UU.).

5.3.8. Acidez titulable.

La acidez titulable se determind siguiendo la metodologia descrita por (Khan &
Singh, 2008) tomando muestras de los diferentes tratamientos cada 24 h. Los

resultados se expresaron como porcentaje de acidez mediante la ecuacion 8.

) Normalidad del NaOH x Vol.de NaOH (mL) x meq Ec. (8
% Acidez: x100 c. (8)
g muestra

5.3.9. Vida util maxima.

La vida util se determind empleando la metodologia descrita por (Tabassum et al.,

2018) con algunas modificaciones, donde los frutos de guanabana se lavaron y



desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2.0% (v/v) durante
2 min, y se dejaron secar a temperatura ambiente (25 °C), posteriormente se
trataron con QC (0.5, 1.0y 1.5% p/v), EAC (1.0, 5.0 y 10.0 % v/v) y su combinacion
(QC 0.5% + EAC 1.0%, QC 1% + EAC 5% y QC 1.5% + EAC 10%) mediante
inmersion, posteriormente se almacenaron a temperatura ambiente (25 °C) y de
refrigeracion (15 °C); y se registrd el nUmero de dias durante los cuales las frutas
tratadas se mantuvieron en buen estado, tomando como parametros cambios en la
textura, color, pérdida de peso y susceptibilidad a enfermedades fungicas. El

promedio de dias hasta la senescencia del fruto se registré6 como la viabilidad.
5.4. Analisis estadistico.

Se emple6 un disefio factorial 22 completamente aleatorizado para la determinacion
de diferencias significativas entre tipo de factores: Tipo de tratamiento (EAC, QCy
EAC + QC) y tipo de concentracion por tratamiento, todas las pruebas de la etapa
in vitro se expresaron calculando la media y la desviacion estandar por cada
determinacion, y se emple6 el Software Minitab 18.1 para Windows (Minitab®, Inc.,

EE. UU.) con una prueba F de Fisher con un nivel de significancia de a=0.05.

Todos los andlisis de la etapa “in vivo” se realizaron por triplicado con dos
repeticiones, calculando la media y la desviacién estandar por cada determinacion.
Se empled un disefio de bloques, donde la variable de interés fue el tipo de
tratamiento (EAC, QC y EAC + QC) y las variables de bloqueo fueron los dias de
prueba y las temperaturas de almacenamiento (15 y 25 °C); se empleo el Software
Statistica 10.0 para Windows (STATISTICA®,STATSOFT Inc., EE. UU.) con un
andlisis de varianza (ANOVA) en un disefio factorial 3x2 y con una prueba LSD de

Fisher para comparacion de medias con un nivel de significancia de a=0.05.



CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1.1. Identificacion morfolégica de Rhizopus stolonifer.

Al finalizar el periodo de incubacion de 72 h a 25 °C en placas de Petri previamente
inoculadas con R. stolonifer se observo una colonia algodonosa homogénea con
pequefios puntos obscuros, caracteristicos de este patdgeno, posteriormente se
visualizé la morfologia de los cultivos con ayuda del microscopio Optico (Motic
BA300, EE.UU.), identificando mediante claves taxondémicas al patégeno,
observando la presencia de un micelio con hifas cenociticas carentes de septos, asi
como la presencia de esporangios redondos de color oscuro y esporas corrugadas

de forma ovalada (Fig. 4).

Figura 4. Micrografias de Rhizopus stolonifer A) Micelio 20x, B) Esporangio 40x, C) Esporas 100x,
D) Hifa 100x.



Estas caracteristicas concuerdan con lo reportado por Pitt & Hocking en 2009 y
Ramos-Guerrero et al., en 2018a, confirmando la presencia de R. stolonifer agente

causal de la pudricién blanda en frutos tropicales.

6.1.2. Inhibicién del crecimiento micelial.

El crecimiento micelial de R. stolonifer fue significativamente diferente (P <0.05)
dependiendo del tipo de tratamiento utilizado dentro de las 36 h posteriores a la
incubacion (Tabla 2). En comparacion con el control, todas las concentraciones del
EAC tuvieron un efecto en la reduccion del desarrollo del micelio de R. stolonifer
(Fig. 5), observandose un mejor resultado a concentraciones del 10% (58.81 +
6.48% de inhibicidn). Investigaciones previas de Bautista-Bafios et al. (2000) y
Medda et al., (2014) evaluaron la efectividad in vitro de los extractos acuosos de
veinte subproductos agricolas en el crecimiento micelial de R. stolonifer sin obtener
efectos significativos (<10%), estas diferencias en la efectividad in vitro de los
extractos acuosos podrian deberse a las diferencias en el perfil fitoquimico de los
tejidos utilizados para realizar la extraccion. En este sentido, Cortés-Rivera et al.,
(2019) han informado de la presencia mayoritaria de acido clorogénico y
galocatequina en los EAC, investigaciones anteriores sugieren que el posible
mecanismo de accion de estos compuestos organicos podria deberse a su
capacidad para interactuar con la parte polar de la membrana fangica, causando su
permeabilizacion, asi como la interrupcién de procesos metabdlicos vitales como la
absorcion de nutrientes, sintesis de acidos grasos, produccion de toxinas, reduccion
de la actividad del trifosfato de adenosina (ATP), inhibicién de las bombas de eflujo
y sintesis de ARN / ADN o sintesis de proteinas mediante la formacién de complejos
entre las enzimas a cargo de estos procesos Yy los compuestos bioactivos presentes
en extractos de plantas (Aguilar & Contreras, 2007; Castillo et al., 2012; Cerqueira
et al., 2015; Martinez et al., 2017; Shreya et al., 2014).



Tabla 2. Porcentaje de inhibicién en el crecimiento micelial de los diferentes tratamientos durante
36 ha28-°C.

Tratamiento % ICM
Control 0.0+0.02
EAC 1.0%? 48.32+6.77°
EAC 5.0%?! 51.13+6.48°¢
EAC 10%? 58.81+6.48¢
QC 0.5%?2 67.12+7.45¢
QC 1.0%? 83.27+2.90¢
QC 1.5%? 87.77+3.10f

C 0.5%+
E?AC i 79.44+3.32¢
C1.0% +
SAC & 002 91.10+1.84f
0,
QC 1.5%+ 94.68+2.15¢

EAC 10%?%?

Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes a un riesgo del 5%.
Letras mindsculas comparativas entre tratamientos. Medias de al menos seis réplicas + desviacion
estandar.! Evaluaciéon del extracto acuoso en proporcion (v/v). 2 Evaluacién del quitosano en
proporcién (p/v).

Sin embargo, los tratamientos de QC demostraron ser mas efectivos siendo la
concentracion de 1.5% (p/v) la que produjo una mayor inhibicién (87.77 £ 3.1%).
Ramos-Guerrero et al., (2018a) evaluaron la aplicacién de quitosano de mediano
peso molecular sobre el desarrollo micelial de R. stolonifer observando una
inhibicién del 100% a concentraciones del 1.5% (p/v), segun Hernandez-Lauzardo
et al., (2008) R. stolonifer es mas susceptible al quitosano con bajo peso molecular
debido a una mayor cantidad de grupos amino disponibles en las moléculas cortas
de quitosano, las cuales podrian tener una mayor interaccion con las células del
patogeno. Investigaciones previas han sugerido que la actividad antifungica puede
ser causada por la interaccién de los grupos amino y los grupos OH presentes en la

molécula de quitosano con las membranas celulares del patégeno, produciendo su



permeabilizacion y afectando procesos como la homeostasis, respiracion fungica,
absorcién de nutrientes, sintesis de proteinas y la inhibicion de las principales
reacciones enzimaticas del patdégeno por la absorcion de metales esenciales,
causando graves alteraciones bioquimicas y morfologicas en las células (Guerra-
Sanchez et al.,, 2010; Gonzalez-Estrada et al., 2019; Gutiérrez-Martinez et al.,
2018).

,___\>

7/l

':’//.

Quitosano 0.5% + Quitosano 1% + Quitosano1.5% +
Extracto acuoso 1% Extracto acuoso 5% Extracto acuosa 10%

Figura 5. Desarrollo micelial de Rhizopus stolonifer en los diferentes tratamientos durante 36 h a 28
°C.

El EAC y el QC no demostraron ser completamente efectivos en aplicaciones
individuales, sin embargo, la combinacién de ambos tratamientos demostré ser mas
efectiva con valores de inhibicion de hasta 94% al aplicar QC al 1.5% con EAC al
10%. Esto podria deberse a una posible interaccion entre las moléculas de
quitosano con las principales cargas organicas presentes en el extracto acuoso
(acido clorogénico y galocatequina) generando un mejor efecto antifungico (Cortés-

Rivera et al., 2019; Niaounakis, 2014), en la Fig. 6 se observan cambios en la



morfologia de las hifas y la formacion de poros en la membrana fungica al
interactuar con la combinacién de tratamientos (QC 1.5% + EAC 10%) en
comparacion con el control, estas alteraciones morfoldgicas concuerdan con los

mecanismos de accion descritos para los tratamientos individuales (Cerqueira et al.,

2015 ; Gonzalez-Estrada et al., 2020; Gutiérrez-Martinez et al., 2018; Martinez et
al., 2017).

Figura 6. Microfotografia de una hifa de Rhizopus stolonifer a 100X. A) Control, B) Combinacion
quitosano-extracto acuoso.

Investigaciones previas han sugerido que la asociacion de quitosano con moléculas
antioxidantes puede producir una mejora sustancial en las propiedades funcionales
del polimero, asi como una mayor estabilidad de los ingredientes activos
incorporados en la matriz de quitosano por interacciones entre el grupo carboxilo de
acidos fendlicos y grupos amino del quitosano (Aytekin et al., 2011; Lee et al., 2014;
Woranuch & Yoksan, 2013; Woranuch et al., 2014; Xie et al., 2014, Zhu & Zhang,
2014).

6.1.3. Esporulacién.

La produccion de esporas en R. stolonifer fue significativamente diferente entre
tratamientos (P <0.05) después de 72 h de incubacion, en la tabla 3 se muestra el
contenido de esporas por tratamiento. Todas las concentraciones de extracto
acuoso demostraron ser efectivas con valores superiores al 90% de inhibicion.
Bautista-Bafios et al., (2000) sugieren que la aplicacién de extractos acuosos ricos
en acidos fendlicos puede tener un mayor efecto inhibitorio en la esporulacion en R.

stolonifer, esto podria deberse a un posible dafio estructural a las membranas



celulares y asi como alteraciones en la actividad enzimatica celular relacionadas
con los procesos de adaptacion y produccion de estructuras formadoras de esporas
(Karim et al.,, 2017; Mohamed et al., 2016). Sin embargo, los tratamientos con
quitosano fueron mas efectivos con valores cercanos al 100% de inhibicién. Guerra-
Sanchez et al., (2010) observaron una reduccion similar en la produccion de esporas
en R. stolonifer al aplicar quitosano de alto peso molecular a concentraciones de
1.5y 2.0%.

Tabla 3. Esporulacién de R. stolonifer sometido a los diferentes tratamientos durante 72 h a 28 °C.

Tratamiento (Esporas/mL)
Control 2.85x106+0.532
EAC 1.0%!* 1.4x10° £1.01°
EAC 5.0%* 0.85x10° +0.81°
EAC 10%? 0.55x10°+0.64
QC 0.5%? 0.45x10°+0.644
QC 1.0%? 0.35x10°+0.41¢
QC 1.5%2 0.2x10%+0.254
QC 0.5% + 5 q
EAC 1.0%12 0.15x10°+0.23
QC 1.0% 5 g

+ EAC 5.00612 0.1x10°+0.21

QC 1.5% +

EAC 10%12 0.05x105+0.15¢

Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes a un riesgo del 5%.
Letras mindsculas comparativas entre tratamientos. Medias de al menos seis réplicas + desviacién
estandar.! Evaluaciéon del extracto acuoso en proporcion (v/v). 2 Evaluacién del quitosano en
proporcién (p/v).

No se observaron diferencias significativas (P>0.05) entre concentraciones del 1.5%

de QC y las diferentes combinaciones de EAC con QC.

6.1.4. Germinacién de esporas.

La germinacion de esporas en R. stolonifer fue significativamente diferente entre los
tratamientos (P<0.05) posterior a las 4 h de incubacion (Tabla 4). La concentracion
del 10% de EAC fue la que causé un mayor efecto (70.5+2.16% de inhibicion) sobre



la germinacion de esporas de R. stolonifer, Karim et al., (2017) y Vidhyasekaran
(2006) sugieren que los extractos acuosos ricos en fendlicos como el &cido
clorogénico pueden producir una mayor inhibiciéon de los procesos de germinacion
al suprimir la transduccion de sefiales e interferir en la actividad enzimatica de las
esporas dependiendo de la concentracion empleada. En general, todos los
tratamientos con QC y las combinaciones con EAC inhibieron la germinacion de
esporas (>99%). Guerra-Sanchéz et al., (2010), Hernandez-Lauzardo et al., (2008)
y Ramos-Guerrero et al., (2018a) reportaron una inhibicion significativa en la
germinacion de esporas (Mayor a 99%) de R. stolonifer mediante el uso de
quitosano de diferentes pesos moleculares, esto podria deberse a que los grupos
amino (-NH2) presentes en el quitosano tienen la capacidad de interactuar con las
cargas negativas en la membrana celular de la espora, causando cambios en la
permeabilidad y retardando los procesos de germinacién (Gonzalez-Estrada et al.,
2020).

Tabla 4. Inhibicion de la germinacién de Rhizopus stolonifer sometido a los diferentes tratamientos
durante 36 h a 28 °C.

5 —
Tratamiento % Inhibicion de

Germinacion
Control 0.0+0.02
EAC 1.0% 48.5+6.53P
EAC 5.0% 66.33+6.12¢
EAC 10% 70.5+2.164
QC 0.5% 98.66+1.75¢
QC 1.0% 99.33+0.81¢
QC 1.5% 99.66+0.51¢
EAC 1.0%+
99.66+0.51¢
QC 0.5%
EAC 5.0%
99.83+0.40¢
+ QC 1.0%
EAC 10%+
09.83+0.40¢
QC 1.5%

Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes a un riesgo del 5%.
Letras mayusculas comparativa entre tipo de tratamiento, letras minlsculas comparativa entre
concentraciones de un mismo tratamiento. Medias de al menos seis réplicas *+ desviacion estandar.



No se observaron diferencias significativas (P> 0.05) entre las combinaciones de
extracto acuoso con quitosano (Fig. 7).
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Figura 7.Germinacion de esporas de R. stolonifer sometidas a los diferentes tratamientos durante 4
h, 40 X.

6.1.5. Cinética de crecimiento en medio s6lido homogéneo.

La ecuacion modificada de Gompertz mostrdé un buen ajuste en la descripcion del
desarrollo micelial de R. stolonifer sobre los diferentes tratamientos, observandose
un coeficiente de determinaciéon promedio (R?) de 0.997+0.005 para ambas
temperaturas (15 °C/25 °C). Debido a que R. stolonifer presenta un crecimiento
lineal a partir de 40 um de longitud del tubo germinativo, este modelo matemético
puede determinar de manera adecuada las principales variables involucradas en la
cinética de desarrollo de este patdogeno (Nikkhah et al., 2017; Pitt & Hocking, 2009).
El analisis estadistico mostré diferencias significativas (p<0.05) entre las variables
de velocidad maxima (Vmax) y periodo de latencia (A) dependiendo el tipo de
tratamiento aplicado (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros modificados del modelo de Gompertz para las curvas de crecimiento de
Rhizopus stolonifer sometido a diferentes tratamientos y temperaturas.

Tratamiento Parametros de Gompertz




Vmax (Mm/h) A (h) Variabilidad

(R’adj.)

15 °C 25 °C 15°C 25 °C 15°C  25°C
Control 0.067+0.02" 0.266:0.09° 1.271#0.42" 0.022+0.01°  0.991 0.994
EAC 1% 0.060+0.01° 0.230£0.05° 2.620+0.61° 0.825:0.06  0.997  0.986
EAC 5% 0.057:0.01° 0.218:0.04° 2.818:0.74° 1.025:0.09°  0.996 0.981
EAC 10% 0.056:0.00° 0.212+0.02" 3.002:0.83° 1.1930.14°  0.997 0.984
QC 0.5% 0.063£0.02° 0.245:0.07 2.069+0.64 0.692:0.11° ~ 0995  0.991
QC 1% 0.062:0.02° 0.239+0.06 2.525:0.41° 0.766:0.21°  0.996  0.990
QC 1.5% 0.060:0.01° 0.228+0.05° 2.5460.31° 0.954+0.18°  0.988  0.988
%ACCO%;/(‘,’/: 0.057:0.02° 0.226+0.09° 2.640+0.38° 1.401+0.23°  0.996  0.983
Eg%?& 0.056:0.01° 0.217+0.04" 2.916+0.42° 1.945:028° 0996  0.986
EAC 10%+
QC 1.5% 0.054:0.00° 0.202+0.01° 3.020:0.78° 2.272+0.33°  0.998  0.982

Los valores en una columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes a un
riesgo del 5%. Letras minuUsculas comparativas entre tratamientos. Medias de al menos seis
réplicas. A: Crecimiento maximo en la fase estacionaria, Vmax; Tasa de crecimiento méxima
especifica, A: Duracién de la fase de latencia.

Las concentraciones mas altas del EAC (10%) y QC (1.5%) produjeron un mayor
aumento sobre la fase de latencia (A) del patdgeno, asi como una mayor reduccion
en la tasa de crecimiento maximo (Vmax:), Sin embargo, los tratamientos combinados
de extracto con quitosano demostraron ser mas efectivos al reducir estos
pardmetros al minimo para ambas temperaturas. Aln existen pocos informes que
describen el efecto de los antimicrobianos naturales usando modelos matematicos,
pero se ha sugerido que la aplicacion de activos naturales de manera combinada
produce un mayor rango de accién sobre R. stolonifer al modificar los principales
parametros cinéticos asociados con desarrollo (A,Vmax) (Ochoa-velasco et al., 2017).
Aungue los mecanismos asociados con la adaptacion y el desarrollo de R. stolonifer
al interactuar con compuestos fendélicos no se encuentran totalmente esclarecidos,
estos podrian implicar alteraciones en de transporte y/o cambios en los mecanismos
celulares que conducen a la incorporacion de material en la zona de extension hifal
(Suwanamornlert et al., 2018). De igual forma, investigaciones previas han

informado sobre la capacidad del quitosano para afectar variables como la tasa de



crecimiento maxima de R. stolonifer, asi como prolongar la fase de latencia (A)
debido a modificaciones en el plasma celular y alteraciones graves en membrana
que conducirian a un aumento en los periodos de adaptacion y diferenciacion del
patébgeno (Hernandez-Lauzardo et al., 2008; Garcia-Rincon et al., 2010). La
temperatura influyd en mayor medida sobre la dindmica de crecimiento de R.
stolonifer, sin embargo, todos los tratamientos demostraron tener un efecto
fungistatico al aplazar la curva de desarrollo del patégeno (Figura 8), esta
adaptacion a temperaturas bajas y presencia de compuestos antifingicos se podria
manifestar como cambios en las caracteristicas morfolégicas y estructurales como
la presencia de hifas coenociticas carentes de septos, capaces de permitir una
translocacion rapida de organelos y una mayor absorcion de nutrientes, permitiendo
el desarrollo de R. stolonifer en condiciones de estrés (Pitt & Hocking, 2009; Sardella
et al., 2018).
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Figura 8. A) Efecto de los diferentes tratamientos sobre la cinética de crecimiento de R. stolonifer a

15 °C. B) Efecto de los diferentes tratamientos sobre la cinética de crecimiento de R. stolonifer a 25



°C. N= Didmetro promedio de la colonia en el tiempo t, No= Didmetro de la colonia en el tiempo O.
Q= Quitosano, M= Extracto acuoso.

6.1.6. Interaccidn entre tratamientos.

En la figura 9 se muestran las representaciones estructurales y conformaciones
tridimensionales del quitosano y de las principales moléculas activas presentes en
el extracto acuoso (Acido clorogénico y galocatequina), asi como las superficies de
densidad de carga por molécula, denotando las zonas de color rojo como los
espacios aceptores de electrones por presencia de grupos oxigeno o carboxilo y las
zonas de color azul como los espacios que pueden donar un electron a traves de la
pérdida de hidrégeno por la presencia de grupos hidroxilo o grupos amino (Tabla 6).
Debido a la abundancia de grupos polares en las cadenas de quitosano este
polimero tiene la capacidad de interactuar con algunos compuestos fendlicos
mediante interacciones fisicas como interacciones hidrofobicas, apilamiento T,
enlaces multiples de hidrégeno o uniones covalentes entre los grupos reactivos del
quitosano (Rohn et al., 2004; Wang et al., 2013; Wu et al., 2011). Aunque se ha
sugerido una composicién mayoritaria de acido clorogénico y galocatequina en los
extractos acuoso de mesocarpio de coco (C. nucifera), se ha reportado la presencia
de otros acidos fenélicos como el acido gélico, feralico, p-cumarico, hidroxibenzoico
y cafeico (Dey et al., 2005; Cortés-Rivera, 2019), en este sentido, Delmonte &
Estefan en 2016 evaluaron in silico la capacidad del quitosano para interactuar y
formar complejos estables con diferentes compuestos fendlicos como el acido
gdlico, ferudlico, p-cumarico y cafeico, sugiriendo una alta afinidad entre los grupos
carboxilo de los fenoles con los grupos amino del quitosano que permitiria una

asociacion de estas moléculas con el polimero.
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Figura 9.Estructura quimica, conformacion tridimensional y distribucion de cargas por célculo de
Huckel de las principales moléculas organicas presentes en los tratamientos.

En el apartado C de la figura 10, se puede observar la formacién de un enlace de
hidrégeno entre el grupo carboxilo (-COOH) del &cido clorogénico con el segundo
grupo amino (-NH2) de la cadena de quitosano. Zihao & Yanxiang en 2016
evaluaron la conjugacién de acido clorogénico con quitosano sugiriendo que los
grupos carboxilo presentes en el acido clorogénico pueden reaccionar a través de
interacciones fisicas no covalentes con los grupos amino e hidroxilo del quitosano,

produciendo complejos estables y con una mayor capacidad antioxidante.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas del quitosano, acido clorogénico y galocatequina.

Donadores de Aceptores de
Compuesto Peso Molecular (g/mol) L o
hidrégeno hidrégeno
Quitosano 1525.635 29 46
Acido clorogénico 354.095 6 8
Galocatequina 306.073 6 7

De igual forma en el apartado D de la figura 10 se observa la formacion de dos

enlaces de hidrogeno entre el cuarto grupo hidroxilo (-OH) de la molécula de



galocatequina con el quinto grupo amino (-NH2) y el octavo oxigeno (-O-) presentes
en la cadena de quitosano. Aungue los mecanismos de interaccion entre la
galocatequina y el quitosano no se encuentran del todo estudiados, Zhang &
Kosaraju en 2007 sugieren gque la interaccidn entre quitosano y catequina puede ser
mediada por la formacion de enlaces de caracter covalente entre los grupos amino
del quitosano y los grupos hidroxilo de la catequina, de igual forma Siripatrawan &
Harte en 2010 evaluaron la incorporacién de extractos de té verde en peliculas de
quitosano, sugiriendo que los compuestos fendlicos presentes en el extracto como
la galocatequina podrian formar enlaces de hidrogeno y enlaces covalentes dentro
de la matriz de quitosano por interacciones entre los grupos amino e hidroxilo del

polimero, mejorando las caracteristicas antioxidantes y fisicoquimicas de la pelicula.

B) Quitosano /V/ s
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Figura 10. Interacciones moleculares entre componentes presentes en los tratamientos: A)
Interaccion &cido clorogénico-quitosano. B) Interaccidén galocatequina-quitosano. C) Interaccion
entre grupos funcionales acido clorogénico-quitosano. D) Interaccion entre grupos funcionales
galocatequina-quitosano.

6.2.1. Pruebas de patogenicidad.

Todos los tratamientos tuvieron un efecto significativo (P < 0.05) sobre la severidad

e incidencia de infeccion de Rhizopus stolonifer en frutos de guanabana inoculados



artificialmente, esta reduccion fue observada en ambas temperaturas de

almacenamiento (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de severidad e incidencia de infeccién por R. stolonifer sobre frutos de
guanébana inoculados artificialmente a 15 °C y 25 °C.

_ Severidad Externa Incidencia
Tratamiento
15°C 25 °C 15 °C 25°C
Control 100+0.0 100+0.0 100+0.0 100+0.0
EAC 1% 69.60 £ 0.49% 7594 +1.65%  70.83+1.1742 72.5+3.53%
EAC 5% 67.23+1.79%2 715+ 2.37A° 59.16 + 3.53P 62.77 + 3.92Bb
EAC 10% 66.55+2.024®  69.91 + 3.984>  50.08 + 4.83A° 54.44 + 1.57A
QC 0.5% 64.33+1.45%*  68.34 +2.05°*  50.83 +3.534P 56.66 + 4.71A
QC 1% 56.91 + 3.46%¢  59.67 + 4.22°°  46.16 + 1.64"° 52.25 +1.17A¢
QC 1.5% 49.81 +1.82A4 52,92 +3.23Ad  39.83 + 2.35A° 43.33 +4.94Ad
QC 0.5% +
59.39 +£1.94Ac  62.85 + 1.02%¢ 47.5+1.18° 51.66 + 2.35%¢
EAC 1%
QC 1% +
52.12+2.33Ad 5522 +2.998d 4166 + 2.58A° 45.83 + 1.18Ad
EAC 5%
QC 1.5% +
43.2 £ 3.174¢ 46.1 + 2.198e 32.5 + 3.53Ad 37.54 +3.53%¢
EAC 10%

Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes a un riesgo del 5%.
Letras maylsculas comparativa entre temperaturas, letras minldsculas comparativa entre
tatamientos. Medias seis réplicas + desviacion estandar.

Comparado con el control, todas las concentraciones del EAC redujeron de manera
significativa (P < 0.05) el desarrollo de la infeccion por R. stolonifer (Fig.11-13),
mejores resultados se observaron a partir de concentraciones del 10% en
temperatura de refrigeracion (15 °C) con una mayor disminucién en la severidad
(66.36 + 6.10%) e incidencia (50.08 + 6.04%) de la enfermedad.

Investigaciones previas, han sefialado el control in vivo de R. stolonifer (20-90%) al
aplicar extractos acuosos de diferentes especies vegetales en frutos postcosecha
durante su almacenamiento (Bashir et al., 2020; Bautista-Bafios et al., 2000;

Bautista-Bafios et al., 2003; Feliziani et al., 2013; Romanazzi et al.,2013; Tijjani et



al., 2019). El mecanismo antifungico de los extractos vegetales no se encuentra
totalmente esclarecido, sin embargo, se ha sugerido una mayor susceptibilidad in
vivo en R. stolonifer al interactuar con extractos ricos en compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, quinonas y alcaloides (Bautista-Bafios et al., 2014; Bhagwat &
Datar, 2014; Manenji et al., 2017; Yang & Jiang, 2015), el potencial antifingico de
estos metabolitos secundarios se ha relacionado con la presencia de anillos
aromaticos y grupos reactivos capaces de interactuar con las moléculas polares
presentes en la membrana fangica, causando posibles dafios y alteraciones que
dificultarian los procesos de infeccion del patogeno (Cerqueira et al., 2015; Martinez
et al.,, 2017; Masih et al., 2014; Zaker, 2016). En este sentido, investigaciones
previas han sefialado la presencia de compuestos de caracter aromatico como
acidos hidroxicinamicos, acido clorogénico, flavonoides y algunos alcoholes en los
extractos acuosos de mesocarpio de coco (Cocos nucifera L.) relacionados con
potencial antifungico y actividad antioxidante (Aguilar-Mendez et al., 2019; Cortés-
Rivera, 2019; Cortés-Rivera et al., 2019; Dey et al., 2015).
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Figura 11. Severidad e incidencia exterior de la infeccién por R. stolonifer en frutos inoculados de
guanabana tras 5 dias de almacenamiento a 25 °C.

Todas las concentraciones del extracto produjeron una reduccion en la severidad
en el dafio interno en los frutos infectados (Fig. 12,14), observandose un mejor
efecto bajo refrigeracién (15 °C) y concentraciones altas (5-10%). Aunque se ha

reportado que temperaturas de almacenamiento por debajo de los 15 °C solo



producen un retraso en los procesos de infeccidén por R. stolonifer (Bautista-Bafios
et al., 2014), la presencia de compuestos bioactivos sobre la superficie del fruto
podrian tener un efecto en las principales enzimas hidroliticas relacionadas con los
procesos de penetracion del patdégeno, retrasando los procesos de infeccion y
desarrollo de la enfermedad (Mohamed et al., 2016; Yehia & Saleh, 2016; Zaker,
2016). De igual forma, se ha observado que el almacenamiento postcosecha de
guandbana a temperaturas de 15 °C puede prolongar la vida util del fruto sin
producir alteraciones fisiolégicas o dafios en su calidad (Berumen-Varela et
al.,2020; Jiménez-Zurita et al.,2017).

CONTROL Quitosano 0.5% Quitosano 1.5%
Qui 0.5% + Ext 1% Qui 1%+Ext 5% Qui 1.5% + Ext 10%

Figura 12. Severidad del dafio al interior de frutos de guanabana inoculados con R. stolonifer tras 5
dias de almacenamiento a 25 °C.

Un patron similar fue observado al aplicar quitosano, todas las concentraciones
produjeron un efecto significativo (P < 0.05) sobre el control del patégeno,
observandose una mayor reduccion en la severidad (49.57 + 5.03%) e incidencia
(40.83 = 7.81%) de la enfermedad a concentraciones del 1.5% en temperatura de
refrigeracion (15 °C). Anteriormente, se ha reportado una reduccién similar en la
incidencia y severidad de R. stolonifer sobre frutos de guanabana tratados con
quitosano grado reactivo (Peso molecular medio) a partir de concentraciones del
1% (Ramos-Guerrero en 2018b). Investigaciénes previas, sugieren que la
efectividad antifangica del quitosano esta relacionada con el peso molecular, la

concentracion aplicada y la sensibilidad del patégeno con el que interactua



(Hernandez-Lauzardo et al., 2008; Ramos-Guerreros et al.,, 2020; Sharif et al.,
2018), de igual forma, se ha observando una efectividad diferencial al aplicar
diferentes productos de quitosano comercial con caracteristicas similares a una
misma concentacion (Feliziani et al.,, 2013). Aunque existen variaciones en el
mecanismo de accion del quitosano que no se han esclarecido en su totalidad
(Romanazzi et al., 2018), la actividad antifungica se ha relacionado con su caracter
policationico, capaz de interactuar con las cargas negativas expuestas en la pared
celular del patégeno modificando la permeabilidad de la membrana y generando
graves alteraciénes a nivel intracelular (Gonzalez-Estrada et al., 2020; Guerra-
Sanchez et al., 2010), de la misma manera, se ha sugerido que parte de la eficacia
antifangica del quitosano (30-40%) en el control postcosecha se podria deber a la
induccion de los mecanismos naturales de defensa del fruto, mejorando la
resistencia al deterioro fungico (Badawy & Rabea, 2016; El Hadrami et al., 2010;

Romanazzi et al., 2016).

CONTROL Quitosano 0.5% Quitosano 1.5%

Qui 0.5% + Ext 1% Qui 1%+Ext 5% Qui 1.5% + Ext 10%

Figura 13. Severidad e incidencia exterior de la infeccion por R. stolonifer en frutos inoculados de
guanabana tras 8 dias de almacenamiento a 15 °C.

El quitosano aplicado en temperaturas de refrigeracion mostré un mayor control en
la severidad de los dafios en el interior del fruto (Fig.14). Anteriormente, se ha
observado que la aplicacion de quitosano y el almacenamiento a bajas temperaturas
(<15 °C) puede relentizar los procesos fisiolégicos en frutos postcosecha y reducir

la patogenicidad de R. stolonifer en comparacién con frutos almacenados a



temperatura ambiente (Obianom et al., 2019; Sadiq & Majid, 2020; Vasconcelos et
al., 2014, Vilaplana et al., 2020). No obstante, al comparar el control con todas las
combinaciénes de quitosano con extracto acuoso se observo un mayor efecto sobre
el desarrollo de la infeccion (p < 0.05), mejores resultados se obtuvieron aplicando
concentraciones altas de ambos tratamientos (Quitosano 1.5% + Extracto 10%) y
almacenando a 15 °C con una mayor reduccién en la incidencia (32.5 + 6.36%) y
severidad de la enfermedad (35.03 = 5.09%).

W

Quitosano 1.5%
%

L

Qui 0.5% +Ext 1% Qui 1%+Ext 5% Qui 1.5% + Ext 10%

Figura 14. Severidad al interior de frutos de guanabana inoculados con R. stolonifer tras 5 dias de
almacenamiento a 25 °C.

Investigaciones previas, sugieren que la interaccion entre quitosano y algunos
extractos vegetales pueden conllevar la incorporacion de compuestos fendlicos
procedentes del extracto a la matriz de este polimero, mejorando las propiedades
antioxidantes, fisicas y antimicrobianas del quitosano como recubrimiento
postcosecha (Bonilla & Sobral, 2016; Lauriano et al., 2017;Muhammad et al., 2019).
Aunque el mecanismo de accion de este tipo de combinaciones no se encuentra
totalmente esclarecido, se ha informado de interaccion aditiva o sinergia entre las
propiedades antifiingicas y antioxidantes de ambos tratamientos (Niaounakis, 2014;
Taldn et al., 2017; Sabaghi et al.,2015; Siripatrawan & Harte, 2010; Wang et al.,

2019), esta alta biocompatibilidad con diferentes activos naturales por parte del



quitosano se ha relacionado con sus caracteristicas policatiénicas y estructurales
(Elshoky et al., 2018; Qin et al.,, 2020; Romanazzi et al., 2018), permitiendo la
formacion de enlaces multiples de hidrogeno o interacciones electrostaticas entre
los grupos reactivos del quitosano y los grupos polares de los compuestos fendlicos
(Jiao et al., 2019; Xie et al., 2014), de igual forma, la aplicacion de antifingicos
naturales de manera combinada ha demostrado un mejor espectro de accion sobre
el desarrollo de R. stolonifer (Ochoa-velasco et al., 2017). Todos los tratamientos
demostraron un efecto control sobre el patbgeno en ambas temperaturas de
almacenamiento, sin embargo, el proceso de infeccidon no fue inhibido en su
totalidad.

6.2.2. ParAmetros de calidad.

Todos los tratamientos tuvieron un efecto significativo (P < 0.05) sobre la calidad del
fruto de guanabana en comparacion con los frutos no tratados al finalizar el periodo
de almacenamiento (Fig. 15). Mejores resultados se obtuvieron utilizando
temperatura de refrigeracion (15 °C) con una menor disminucion en la pérdida de
peso de los frutos no tratados (13.45 = 0.94%) respecto a los almacenados a
temperatura ambiente (15.46 £+ 0.47%). Investigaciones previas, han reportado una
menor pérdida en la masa postcosecha del fruto de guanabana durante su
almacenamiento a 15 °C sin deshidratacion o dafios por frio en pulpa (Berumen-
Varela et al.,2020; Ceballos et al., 2012; Jiménez-Zurita et al.,2017). De igual forma,
la aplicacion del extracto acuoso a concentraciones del 10% bajo refrigeracion

mostré una mejor efectividad (11.09 £ 0.5%) en comparacion
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Figura 15. Pardmetros de calidad de frutos de guandbana tratados con los diferentes tratamientos
almacenados a 25 °C (6 dias de almacenamiento) y 15 °C (8 dias de almacenamiento). E=Extracto
acuoso, Q= Quitosano. Letras maylsculas comparativa entre temperaturas, letras mindsculas
comparativa entre tratamientos. Medias de diez réplicas + desviacion estandar.

con su aplicacién a temperatura ambiente (12.71 + 0.63 %), aunque el mecanismo
de accion de los extractos vegetales sobre la conservacion del peso postcosecha
no se encuentra totalmente esclarecido, se ha sugerido un posible efecto sobre los
procesos de degradaciéon de pectina y conversion del almidén, retrasando la
liberacién de agua durante la maduracion del fruto (Guerreiro et al., 2015; Gupta &
Jain, 2012; Tabassum et al.,, 2018; Synowiec et al., 2014). No obstante, las

aplicaciones de quitosano resultaron ser mas efectivas en el control de la pérdida



de peso del fruto (P < 0.05), mejores resultados se obtuvieron a concentraciones
del 1.5% bajo refrigeracion (5.71 £ 0.96%) y a temperatura ambiente (8.01 + 0.54%).
Ramos-Guerrero et al., 2020 reporto una pérdida de peso similar (8.06 £ 0.05%) en
frutos de guanabana tratados con quitosano (Medio peso molecular) a partir de
concentraciones del 0.5% a temperatura ambiente (25 °C). Debido a que la pérdida
de peso postcosecha estd asociada con los valores de presion de vapor de agua
entre el interior del fruto y la atmdsfera de almacenamiento, se ha sugerido el
bloqueo de estomas por accion filmogénica del quitosano como el principal
mecanismo responsable en la conservacion de la humedad interna en frutos
tratados con el biopolimero (Bautista-Barios et al., 2014; Khalig et al., 2017; Ncama
et al., 2018; Romanazzi et al., 2018). No se observaron diferencias significativas (P
> 0.05) sobre la pérdida de peso entre las aplicaciones de quitosano de manera
individual y en combinacion con el extracto acuoso (Fig. 5-A), sin embargo, frutos
tratados con las combinaciones de ambos tratamientos exhibieron una menor
pérdida de firmeza al finalizar el periodo de almacenamiento (Fig. 5-B). Todas las
concentraciones de extracto y quitosano tuvieron efecto significativo (P < 0.05)
sobre la fuerza de penetracion aplicada respecto a los frutos no tratados (25
°C=3.12+0.53 N, 15 °C=3.51+0.45 N), mejores resultados se obtuvieron empleando
concentraciones altas de manera combinada (Quitosano 1.5%+Extracto 10%) bajo
refrigeracion (25.43+2.95 N) respecto a sus aplicaciones individuales (Quitosano
1.5%=22.80+2.77 N, Extracto 10%= 14.70+£3.06 N). Anteriormente, se ha reportado
una mejora en las propiedades mecanicas y antioxidantes del quitosano al
combinarse con extractos vegetales ricos en compuestos fendlicos (Ferreira et al.,
2014; Siripatrawan & Harte, 2010; Woranuch et al., 2014; Xie et al., 2014, Zhu &
Zhang, 2014), en este sentido, la aplicacion de activos naturales y recubrimientos
compuestos de manera combinada ha demostrado un mejor espectro de accién
sobre los procesos de maduracién relacionados con la pérdida de vapor de agua
postcosecha, sugiriéndose una mayor disminucién en la actividad metabdélica a nivel
de pared celular y de biosintesis de etileno ligados con los mecanismos de
ablandamiento y senescencia durante el almacenamiento (Khalig et al., 2019;
Ncama et al., 2018; Ramos-Guerrero et al., 2020; Xiao-Jing et al., 2019). Estas
modificaciones en la actividad metabdlica del fruto pueden estar relacionadas con

la prolongacion de la vida atil maxima, frutos tratados con las diferentes



concentraciones de quitosano y sus combinaciones con extracto exhibieron un
mayor tiempo de almacenamiento (7-9 dias) respecto a los frutos no tratados (6-7
dias) en ambas temperaturas (Fig. 15-C). Mejores resultados se obtuvieron al
aplicar quitosano al 1.5% bajo refrigeracion (9.08+0.45 dias), anteriormente, se ha
reportado un alargamiento similar en la vida atil del fruto de guanabana (8-9 dias)
mediante el almacenamiento en frio (15 °C) y la aplicacion de quitosano (Jiménez-
Zurita et al., 2017; Minh et al., 2019; Pareek et al., 2019; Ramos-Guerreros et al.,
2020). Esta reduccién en la senescencia al aplicar bajas temperaturas (>15 °C) se
ha relacionado con una reduccion en la actividad enziméatica de la polifenol oxidasa
y la pectin metil esterasa en frutos de guanabana durante su almacenamiento
postcosecha (Berumen-Varela et al., 2019; Jiménez-Zurita et al., 2017; Lima et al.,
2006; Moreno-Hernandez et al., 2014), de igual forma, se ha demostrado la
capacidad del quitosano para alargar el periodo de almacenamiento en frutos
tropicales mediante la creacion de atmosferas modificadas capaces de reducir o
ralentizar el metabolismo del etileno durante la postcosecha (Gonzalez-Estrada et
al., 2019; Gutiérrez-Martinez et al., 2018; Ramos-Guerrero et al., 2020; Romanazzi
et al., 2016; Romanazzi et al., 2018): La aplicacién de extracto de manera individual
no demostré diferencias significativas en la vida atil maxima del fruto (P > 0.05) en
ambas temperaturas de almacenamiento, sin embargo, la aplicacién de
concentraciones altas (10%) a 15 °C demostré un efecto significativo (P < 0.05)
sobre los parametros fisicoquimicos del fruto (Acidez= 0.84+0.03%,
SST=9.68+0.33%, pH=4.01+0.07) en comparacién con los frutos no tratados
(Acidez= 1.03£0.05%, SST=13.24+0.77%, pH=3.63£0.06). Anteriormente, se ha
reportado una mejora similar sobre los parametros fisicoquimicos de algunos frutos
en postcosecha tratados con diferentes tipos de extractos vegetales (Das et al.,
2013; Ncama et al., 2018; Tabassum et al., 2018; Tesfay & Magwaza, 2017). Una
mejor conservacion en los parametros fisicoquimicos se observé al aplicar
quitosano (1.5%) bajo refrigeraciéon (Acidez= 0.60+0.01%, SST=8.67+0.47%,
pH=4.64+0.19), estos resultados concuerdan con lo reportado por Ramos-Guerrero
et al., 2020, quienes sugieren la capacidad del polimero para reducir los procesos
de maduracion del fruto mediante la alteracion de los procesos de produccion y
maduracion de etileno, estas modificaciones pueden estar vinculadas con la

disminucién de los procesos de hidrélisis de almidén y la actividad de ciertas



enzimas como la a y B amilasas, y la produccion de moléculas organicas
relacionadas con un aumento en la acidez y el pH del fruto durante su maduracion
(Feliziani et al., 2015; Moreno-Hernandez et al., 2014; Romanazzi et al., 2016). No
se observaron diferencias significativas en los parametros fisicoquimicos mediante
la aplicacion individual del quitosano y en combinacién con el extracto (P > 0.05).
Frutos almacenados a 15 °C presentaron una mejor conservacion del color (L*C*h*)
en cascara, en comparacion con frutos almacenados a 25 °C al llegar al estado de

madurez de consumo (Tabla 8).

Tabla 8. Cambios en color (L*C*h*) de frutos de guanabana tratados con los diferentes tratamientos
durante su almacenamiento a 15 °C y 25 °C.

* * *
Tratamiento AL AC Ah
15 °C 25 °C 15 °C 25 °C 15 °C 25 °C

Control 2.95+0.21A2  3.92+0.38Ba 2.20+0.41°% 2.94+0.32B2 4.71+0.352 4.84+0.28°2
0,

EAC 1% 2.86+0.33%a  3.26+0.52Ab  2.23+0.26"% 2.71+0.2582 4.57+0.37%2 4.59+0.14"2
0,

EAC 5% 2.78+0.23%a  3.17+0.45Ab  2.13+0.27°% 2.78+0.36%2 4.38+0.32”% 4.55+0.3972
)

EAC10% 5 411025% 3.15+0.538 2.02+0.37%%  2.56+0.29°% 4.14+0.28"° 4.49+0.39°2
0,

QC 0.5% 2.5+0.24A0  2.02+0.42A> 1.94+0.26"% 2.30+0.4"° 3.97+0.19”° 4.38+0.228°
0

QC 1% 2.1940.23Ac  2.85+0.38B¢ 1.93+0.35"% 2.19+0.43"P 3.71+0.21°° 4.25+0.318P
0,

QC 1.5% 1.90+0.23Ac  1,93+0.52Ad  1.51+0.3*° 1.98+0.46”° 3.51+0.38°° 4.1+0.28BP

EAC 1%+

QC 0.5%  2.34+0.26”>  2.83+0.53”° 2.05+0.28"% 2.17+0.25"° 3.81+0.18"" 4.34+0.345¢

EAC 5%

+QC 1%  2.27+0.19A  25+0.34Ac  1.71+0.21°° 1.83+0.374% 3.69+0.29"° 4.16+0.245¢

EAC 10%+

QC15% 152+0.36” 1.58+0.557¢ 1.41+0.38"° 1.54+0.25¢ 3.37+0.37°° 3.7+0.237d

Aunqgue la temperatura de almacenamiento puede modificar la actividad enzimatica
asociada con el pardeamiento del fruto (Oey et al., 2008), las bajas temperaturas
solo pueden reducir el ritmo de oscurecimiento de la cascara y la pulpa de manera

natural (Tran et al., 2020). En este sentido, la aplicacion de QC al 1.5% de manera



individual y en combinacion con EAC al 10% redujo en mayor medida los cambios
en la luminosidad (AL*), cromaticidad (AC*) y angulo de matiz (Ah*) de la cascara
del fruto a temperaturas de 15 °C posterior a 8 dias de almacenamiento.
Anteriormente, se ha reportado que la aplicacion de recubrimientos de mucilago de
roselle (Hibiscus sabdariffa L.) sobre frutos de guanabana puede reducir los
cambios de color del fruto de manera significativa tras el almacenamiento, esta
conservacion en el color potscosecha al aplicar recubrimientos puede indicar una
menor degradacion de la clorofila y carotenoides presentes en cascara,
relacionados con una menor actividad enzimatica de la polifenol oxidasa y
peroxidasa (Badrie & Schauss, 2010; Castro et al., 2008). En este sentido, Ramos-
Guerrero en 2018 sugiere que la aplicacién de recubrimientos de quitosano a partir
de concentraciones del 1% de manera individual y en combinacion con otros activos
naturales pueden generar una mayor reduccion en la actividad enzimatica de la
polifenol oxidasa y peroxidasa del fruto de guanabana durante su almacenamiento
postcosecha reduciendo los cambios en color durante la maduracion. La aplicacion
de quitosano y extracto acuoso no alteraron de manera negativa los parametros
fisicoquimicos de calidad durante el almacenamiento postcosecha del fruto de

guanabana.



CAPITULO 7. CONCLUSIONES.

1. Lacombinacion de los tratamientos (Extracto acuoso+Quitosano) produce un
mayor efecto negativo/inhibitorio sobre el desarrollo micelial, esporulacion y
germinacion de esporas de R. stolonifer que mediante la aplicacion individual
de los mismos.

2. Las concentraciones mas altas de cada tratamiento y su combinacion tienen
un mayor efecto en la modificacion de los pardmetros cinéticos de
crecimiento Vmax y A en R stolonifer.

3. Todos los tratamientos producen un efecto fungistatico sobre R. stolonifer y
las combinaciones de los tratamientos muestran un comportamiento
sinérgico de manera in vitro.

4. Las concentraciones mas altas de cada tratamiento y sus combinaciones
tienen un mayor efecto control sobre la severidad e incidencia de infeccion
por R. stolonifer sobre frutos de guandbana (Annona muricata L.)
almacenados a 15 °Cy 25 °C.

5. Los tratamientos a base de quitosano tienen un mejor efecto sobre la
conservacion de los parametros de calidad en frutos de guanadbana (Annona

muricata L.) almacenados a 15 °C y 25 °C.

CONCLUSION GENERAL

El tratamiento de la fruta de guanabana con combinaciones de extracto acuoso de
mesocarpio de coco (Cocos nucifera L.) y quitosano comercial puede reducir el
proceso de infeccion por R. stolonifer sin causar alteraciones en la fisiologia y
calidad del fruto durante su almacenamiento a temperatura ambiente (25 °C) y de

refrigeracion (15 °C).
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CAPITULO 9. ANEXOS.

Anexo 1. Articulo publicado: Evaluacién de quitosano comercial y extractos
acuosos de mesocarpio de coco (Cocos nucifera L.) para el control de
Rhizopus stolonifer aislado de guanabana (Annona muricata L.): Pruebas in
vitro.
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Evaluacion de quitosano comercial y extractos
acuosos de mesocarpio de coco (Cocos nucifera L.)
para el control de Rhizopus stolonifer aislado de
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Rexvmex

La eficacia antifingxca de bos extractos acucsos de mesocarpio de coco (Cacas mectfiera L) (EAC) y el guitosano comercial
(QC) aplicados de manera individual v en combinacson se evalud contra Riizopws srolonifer en términos de crecimiento
micelial, esporulacion y germinacion de las esporas, as como & obtencién de Jos modelos de crecimiento primarnio en dos
temperaturas de almacenamiento (15-25 C). La aplicacién de Jos EAC al 10% redujo significativamente el crecimiento
micchal de B. sralontfer (58.8]1 = 6.48%); por otro lado, ef QC (1.5%) mostré un efecto de control de hasta un §7%,
sin embargo, la combinacidn de los EAC (10%) con el QC (1.5%) fuc mas efectiva al reducir ¢l crecimiento macelial
(= 93 %). Todos los tatamientos fucron efectivos para disminuir la produccion de esporas (> 94 %) en compamcion con
¢l control (agar). EI QC al combinarse con los EAC fue mis efectivo inhibiendo la clongacion del tubo germinal (> 98 %)
comparado con los tratamientos individuales (< 48 %). El modelo modficado de Gompertz mostrd un ajuste adecuado para
ambos rungos de temperatura (> 98.99 %) observandose diferencias signsficativas (p < (1.05) entre kas varmables de velocidad
maxima (V) y penodo de latencia (L), no obstamte, todos los tratamientos mostruron un efecto fungistitico sobre el
desamrollo micelial de R stolonifer. La combinacion de los EAC y el QC puede ser una alternativa eco-amigable contra la
padacion suave de los frutos de guandbana.

Palabras clave: biopolimero, mesocarpio. Covar aucifera, fopatdgeno, antifingico.

Evaluation of commercial chitesun and agueous extracts of coconut shell (Cocos nucifera L.) for the contral
of Rhizopus stodomifer isalated from soursop (Anmons muricata L.): In vitro tests

ABRSTRACT

The anmifungal effectivencss of aqueous extracts of coconut mesocarp (Cocas mucifera L) {AEC) and commercial chitosan
(CQ) opplied indvidually and in combination was evaluated agamst Rizopus siolonifer in terms of mycelial growth,
sporulation, spore germination, as well the primary growth models at two storage temperatures (15-25 “C) was obtained.
The use of AEC applied individually, significantly reduced the mycelal growth of R srolomifer (> 45 %4); oo the other hand,
CQ (1.5 %) showed up to 87 % of control, however, the combination of AEC (10 %) with CQ (1.5 %s) was more effective
in reducing mycelial growth (> 93 %) All treatments were effective m mhibiting spore production (> 94 %6) compared to
comtrol {agar). CQ combened with AEC was more cffective by inhibiting the germ tube elongation (> 98 %6) compared to
the mdividual treatments (< 48 %6). The modified Gompertz model showed an adequate fit for both temperature ranges (>
98.99 %), observing significant differences (p < 0.05) between the vanables maximum speed (1) and latency penod (L)
however all treatments showed a fungistatic effect on the mycelial development of R. srolomifer. The combination of AEC
and OO can be an eco-friendly alternative agamst soft rot in soursop fruits.

Keywords: biopolymer, mesocarp, Cocos aucifera, phytopathogen, antifungal
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INTRODUCCHN
a guandbana (Amoons muricoia L) es uno de

! los cultivos con mayor importancia en alganas

regiones tropicales del planeta (Mishm, Ahmad,
Kumar & Sharma, 2011}, caractenzada por so
pulpa con alto contemido de aricares y compuestios bisactivos
promoiores de la sabud { Zorofchian ef ai., 2015 ). Actualmenie,
cl estado de Mayant o= considermdo como el princapal
productor de guandbana en AMéxsco, al gemerar grandes
expectativas de crecimiemin demtro del sector agricoda | SIAP,
2019}, =im embargo, la alta susceptibilidad a infecciones
fungicas ha sido uma lmmitante para su comercializackin a
mivel maciomal @ miemacional {Berumen-Yarela, Hemandez-
(Oitate, Tiznado-Hemandex, 200%). Rhizoprs stolomifer es un
bhomgo filbmenioso del onden de los Mocombes idenafboado
coma el principal agente causal del deteriom fangico durante
el penodo posicosecha del frulo de guanabama demtroe del
esiado de Mayarit { Ramos-Guerrerro of @l , 200 B). Este tipo de
enfermedades han sido relacionadas con una aka dependenci
al uso de fungicidss gquimicos, representando un grave
nesgo para by salud bumana v el ambiente (Singh & Sharma,
2018). Debado a lo antenior, se ba buscado <l desarrollo de
allermativas no contammmantes que permitan el control de
csios Mopatdgenos v que scan seguras para e consumidor
(Grorgslez-Estrada e i, 2020; Jiméner-Zunta o al, 2007}

En la mtima década, ] quitosano sargid como una opcKin
potencial pam la prevencion y el tralameenio de algunas de
laz principales enfermedades fingicas asocmadas a frutos
tropicales (Gubémmezr-Martinez o @l 2018). Este polisacindo
alcalino con propiedades fungicdas, filmogénicas e inductoms
{ Romamazs, Felizmans & Smvakumar, 201 B, es obienido a parisr
de la desacetilacson parcial de la qustna presenie en algumos
homgos v exoesqueleios de cnstioens mediante extraccion
guimica ¢ enzimatica [Betchem, Nana & Wang, 201%)

Anberiormente, se reporta b aphicacion del quilosamo grado
reactivo com  diferenies pesos moleculares (1. TdxIl -
107=10¢ Da) para b imhshacion del crecimsento mecelml de
R. stolomifer (30-99 %), destacandose su elevado cosio de
aplscacion v su lumatada escalabalidad en campo (Hermandez-
Laurzado ot ai., 2008; Famos-Guemrero of o, 200 B). Aunque
no exisien suficientes estudios que comparen b actrvedad
antrfiimgica entre distmios productos v grados de pureza del
polimero (Felimans ef af., 20013; Zhang & of. , 1019), sin
embarge, b aplicacion del guitosano grado comercial ba
demosimdo ser uma alternativa economica ¥ efeciva para
la proteccsin de los producios agricolas en posicosecha
(Paglmmubo er ai, 2015; Xing o o, 2018} De sgual fonma,
la biocompatibilidad del guitozano con otros anbifingcos
maturales, como podrian ser los compuestos bscactivos
presenies en algunos eximctos vegetales (Bagsc of of., 3119,

Smnpetrawan & Harie, 20100, puede generar un mejor espectmo
de accin antifingioo mediame la mejora de las propiedades

fumcicnalbes del polimero, i comao una mayor estabildad de
los compuesios activos incorporados en su matriz palimerica
(Mallamutbu, Devi & Khanum, 201 5; Singh & Sharma, 2014
Womnuch, Yoksan & Akashi, 2004; Xie, Hu, Wang & Feng.
2014). El aprovechamiemio de los subproductos agricolas
como  fuenle de compuestos bioachivos con polencial
antifingico puede representar una alternativa sustentable pars
¢l comtrol de las prncipales enfermedades fingicas en frutos
tropicales (Fiore & Cigsc, Z01%; Ribeiro-da Silva er al..
2014} En este sentido, se han reportado la presencia del
doide clorogénica, flavemowes, alcoholes v otros compuestos
organicos denvados del melabolismo secundano en plantas
y en los extractos acupsos del mesocarpio del oooo (Cacar
muciere L) (Aguilar-hénder, Campos. Anas, Cruiroz- 4
& Romquillo-de Jesis 201%; Cortes-Rivera, (ommilez-Estmda
& Blapcas-Benitez. 20019; Dey, Chakraborty & Mitra, 2005).
Estos compuesios bioactivos se han asociado amp lsamente
con la capacidad de inhibir el desarrollo v la proliferacian
de algunos patdgencs filmgecos importantes coma Bogrpris
cirered, Pericillinm exparsem, P digitrnee v B stofonifer
(Combo, Salmmbens, De Pretis, Avella & Fainmo, 3017;
Lagrowsh, Dakka & Bakn, 3017). En un estudio recienbe, se
reporta b reduocion del desarmolle micehial de P renlicram en un
B0 %, asi como la dismimucion en b esporulacion en un %8 Y
v b germinacion de esporas en un 99 % mediame la aplicacion
del extmacto acwoso del mesocampio del coco m vifm (Corlés-
Bivera, Blancas-Beniter, RBomero=lslas, Gubiérrez-Marimez &
Gonriler-Estrada, 2000 %b). El ohjetive del presemie trabajo de
investigacian fise evaluar el efecio antsfimgico del quilosama y
los extractos acuosos del mesocarpio de O mucifera aplicados
indrvedmlmente y en combimacion sobre €] desarrollo e vitne
de . staionifer.

MATERIALES ¥ METODOS

Muteria prima

El mesocarpio del coco (Coacos ancifera L. var. Coaolloh
fur adguindo en la ciudad de San Blas, Nayant, Méxions
(2073213°N 105°1T0R"0) ocon  prodociores  bocales;
seleccionande muestras con madurer de comsumo v osin
presencia de dafios durante la cosecha. Las muestras se
procesarcn en polvo fno de acwerdo con el procedmmuenio
desorito por Cortés-Rivera o ol (3119%). S usd quitosans
comercial (PFM = > 3.01 x 10* Da, cp = 200, 90 % de
desacetilacion, Amémnca Alimepics 5.A. de C.V., Fapopan.
Jalizco, Meéxico) para los ensayos.

Freparacign del extracio acooso v soluciones de gquitosame
Las extracciones acnosss diel mesocarpio =2 llevaron a cabos
mediane el mdodo propeesio por Comés-Flivera e ol
(2019} con algunas modibicaciones, 500 mg de mesocarpic
en palvo se afadieron en 25 mL de agua destilada esiénl v se
mantuvo bago agitacion comstante a M0 rpm durante | b, el
extmcie se centrafugo (Hermle #2326 K, EE. UL o 6,000 rpm.
durante 10 manutos a 4 °C v s recuperaron los sobremadantes.




Los extractos obiensdos. se filiraron wsando un filiro de peringa
estert] {Unidad de filiro Millex-HN; 045 pm de diametro de
poro) v las soluciones se almacenaron en fubos estériles a4 °C.
La= soluciomes de () sz prepamaron en conceniraciones de 0.5,
L0y 1.5 % (p/v) empleando una solucicn de vinagre blanco
coma disolvente v % de acido acétsco (Member's Mark,
Mexico)al 10 % (v/v], las soluciones se sometieron a agitacion
constante duranie 24 b, v el pH se ajusio a 5.6 con una solecion
de NalH | N, afadiendo 0.1 mL de Tween 50 Sigma-Aldnch,
MO, USA) como iensoactivo. Las inferacciones conssbierom
en mezclas detalladas a contimmacion: QC 0.5 %+ EAC 1 %,
Qi 1 % + EAC 5 %y QC 1.5 % + EAC 10 %, bs soluciones

sz esierilizaron por separado en avieclave duramie (15 min,
a 121 “C, 15 P5l) posteriormente sz mezclaron usando un

vartice (Voriex Geenie 2, Scienttfic Industnies, EE. ULL) hasta
obtener una mezcla bomogénea.

Reactivaciin de Binizapus sodonifer

R stolowifer fue aishbde de los tejsdos de la guandbana
mfectados ¢ wlentificado por ensayo molecular mediante
la amplificacion de las regiones ARMNr 1Bz v 28s (Ramos-
Guerrere &f al, 18], posiemormente fue reactivado
ag‘qgmdu-ﬂﬂpLdtm:uspcnnﬁndezmtlxlﬂ*ﬂpﬂm'
mL} en caps Pein ¥ en un medio enrigquecsdo con guanabana,
las cajas fueron incubadas o 25 4+ 2 °C durante B dias, el medio
de cultivo s prepard mezclandoe 24 g de agar bactenolegico
(MCD LAB¥®) com 56 g de cascar v pulpa de guanabana en
madurez de corsumo par litro (L) de agua destilada estirnil.

Inhibicion del crecimientn micelinl

Pama la realizacion de esta prucha se corlaron discos de 10
mm de didmetro de cultivos de £ siclorifer con 4 dias de
desammollo v se depositaron en cajas de Peiri que contenian
lps tmtamienios con diferenies comcentracsomes de EAC (1,
E, 10 % wiv), QC (0.5, 1Oy 1.5 % wiv) v las combmaciones
(05 %+EACT %, QC | % +EACS %y OQC 1L.5% 4
EAC 10 %4). La= cajas se incubaron a 15 + 2 *C duramie 2 dias,
l= placas controd (zgar] consistieron solo en agar ennquecdo
con guanabama. %¢ empled un control postvo wiilizando
mn fungicida regional para el atamienio de la guanabana,
Tiabendazol a 300 ppm (MERTECT® 340 F, ADAMA Lid.,
Meéxico) ¥ un control negative empleando vinagre al 10 %a
ajustada a un pH de 5.6 com Ma0H |N. Los resuliados se
reporiaron como porcentaje de inhibicion del orecimienio
micelial en comparacion con el control {Agar).

Inhibiciin de la esparulaciin

El etecte de bos tmtamienios en el procese de esporulacon
sz evaluid usando |ax cajas de Petri como el medio en donde
e midhé el crecimeento del miceho, se afadieron 10 mL de
agua destilada estéril, ¥ se realond una ruptur por frotacon
del micelso usando wna varilla de vidno esténl para liberar
Iz esporas. La suspersion se filind en una gasa esténl y la
conceniracion de esporas se detenmind medianie un recwenio

micrascopeco ubilizande un hemocitometro (Paal Manenfeld
GmbH & Co., Alemama). Para cada tratamierio, se realizaron
I} pbservaciones utilizando un microscopio optco (Mdotic
Imstruments  Inc. BASM, Canada). Los resuliados se
EXPresaron como nimern de esporas'mil..

(zerminnciin de lns esporas

La germinacion de las esporas s evalud depositando 100
pL de una suspenssom con las esporas {1=10° espoms!
mL} en discos de medio de guandbana adicsonados con bos
tratamienios. Las muesitas se inoubaron a 25 + 2 *C durante
i b v se observaron microscopicamente, se analizaron 100
csporas por disco. Las esporas se consideran  germinadas
cuando el mbo germanal tiene al menos el doble del diametro
de una espora | Ramos-Cuerrere ef ai.. 2018). Los resuliados

50 EXPICSAreo €N porceniapes.

Muodels de crecimientn

3z modely el desarmollo radial de B stolongfer sobre los
diferentes imtamientos uiilizandoe los rangos de temperatura
reportados para el almacenamiento del frute de guamabana.
Se empled el método descrilo por Ochoa-Velasoo, Navarro-
Craz. Vera:-Laper, Palon & Avila-Sosa (30 7) con algunas
modificaciones utilizando cajas Petn en un medio de culinvo
de guanabana adicionado con las diferentes concemraciones
de los EAC, el QC ¥y sus combinaciones. Las cajas Pein
fueron imoculadas en el centro con 16 ul. de la suspensidn
con esporas (] * 10 esporas’ml} ¥ se almacenarom a
temperztura de almacenamienio (25 T) v de refrigeracion
a 15°C. S tomaron fedografias del crecimiento radial

en penodos de 2 horas ¥ las capturas fueron bimanizadas
v fraccionadas em mmagenes de circulos concéntricos de

crecimiente progresivo hasta la colonizacion complela de
Iz caja Petri. La cinética de crecimienio radial foe ajusiada
con el Software Find Graph (UNIPLE Lab, | %60, EE. UL}
gjustanda la= curvas a un modelo moddicado de Gomperte
mediante |a sigusente ecuacion:

N R e
L.uHD-J:;.p[ ﬂp‘l_ﬁ;‘l (L= ]:|:|

[hande:

N, = Crecimienio en e tempo [tL

.‘Illlu =Crecimiento en el tiempo (O).

¥ iy = Tasa de crecimiemins maxima especifica.
A = Crecimiento maximoe en la fase eslacsoraria.
J. = Duracion de |a fase de latencia.

Los parametros del modelo =2 estimaron mediante un analisis
de regresin ubloando el software Stabstica 100 para
Wmdows. El valor del ermor cuedraboe medse [MSE) v el
cosficiente de determimacion (R) se usaron parn determinar
Iz fabilidad del ajuste del modelo.




Amdlisis estudisticn

Se realmo un disefio wnifactorz] completamente al azar par
determinar las diferencias sigmibicativas entre los trafamientos
viilizados de EAC, OO y las combinacsones. Para las
pruchas de inhshicion del crecimsento micehal, modelsdo de
crecimeento y espomulacion se utilizaron cimoo cajas de Petn
v cinco dscos de agar en las pruchas de germinacion de las
exporas. Los experimenins se replieron dos vecss de maner
mdependiente. El ANOYA (analisis de vananza) de los datos
sz aplico ulilizando el soffware Swmbistica version 1000 par
Windows. Las diferencias entre las medis de los datos se
comgpararon medianie la prueba de Feher LED, las diferencias
ijp = .05} se consideraron significativas.

RESULTADOS ¥ IMSCUSION

Inhibicidn del crecimiente micelizl

El crecimiento micelial de &, siplonifer fue significativamente
diferente {p < (.05} dependiendo del tipe de tralamieno
ulilizado después de 2 dias de incubacson (Tabla I). Em
comparacion con el control {agar), todas las concentraciones
de los EAC tuvieron un efecto en la reduceson del desarmollo
micelial de & sicfonifer (Figura 1) 52 observa un mejor
resultado a mna concemtracion del 10 % (SE.E] £ 6.48 %
de mhibscion). Estudios previes evaluaron b actividad
ambfimgica, de los extractos acuosos de  diferentes
subproductos agricolas (hojas, @llos y semillas), sobre
el crecimienio micelial de B solomifer, reporiamdo um
efectividad o wdro infervor al 10 % de mnhibicion | Bavtist-
latios, Hernandiez-Loper., Diaz-Pérez & Cano-Ochoa, 2000;
Medda, Hajra, Dey, Bose & Mondal, 2014), que podrs
estar relaciomada a diferencias en el perfil filoquimice de

bos tejidos utilizados pam realizar la extraccion (Agqil ef
al., 2010}, suginéndose ademads una mayor susceptibilidad
de & solonifer al inlerachmr ocon extractos Doos en
compuestos. fenolicos, flavonosdes, terpenos, alcoboles y
alcaloides (Bbagwat & Datar, H004; Manenjs, Mudyiwa,
Mun & Tsoden, XMMT; Shreya, Hayr, Dey, Bose &
Mondal, 20014; Yang & liang. 20015} En este sentido, se
report um alio contenido en acidos hidroxicinamices. acido
clorogénico, galocatequina v algunos alooholes de cadema
cora relacionados con la acivedad antifimgsca en bos EAC
(Agwilar-Meéndez ef al., 2019; Cortés-Rivera, 201%; Dey
of @l 2005). Aunque el mecamsmo de accion de estas
moléculas orgimicas o se encuentra iomimente esclarecido,
el potencial antifingico de estos metsbolitos secundanos
s ha relacionadio con la presencia de anillos aromaticos
grupos reactivos capaces de interactuar con las modéculas
polares presentes em la membrana fimgica, produciendo
su rapids permeabilizacion ¥ gemerando alleraciones @
mivel imtracelular relacionadas con la imactivacion de las
erzimas del melaholismo basal y dismupcion de la membrans
miocondrial [Cerqueira, Barcellos, Machado, Ames &
Dummer, 20015 Mariiner ef al., 2017; Mohamed, Sakeh,
Abdel-Fand & El-Maggar, 2016; Masih, Peter & Tripathi,
Hild; Faker, 2016).

Mo se observaron diferencias significativas (p < (L05)
entre el control {Agar) ¥ el control pegativo {vmagre 10 %a)
descartamdo la actividad antifungica del vinagre. E1 QC a
concentraciones del 1.5 % mostra mayor imhshecion (87.77
2 110 %) Anteriormenie, fue reportada b capacsdad del

guilpsano pam ineractuar con las membranas fingcas de

Tabia I. Percenia je de inhibie o del crecimienis micelial, csparulsciin ¥ germdnacion de las esporasde B, siodenifir expeesio a diferenies

tratamientes por 2 dias a 22 = 240,

e Kl e R
Control 0.0 + 0P 1 RSx10% 4 053 004+ 00
Vinagre 10 % 0.0 + 0P 173x10 £ 048 00+ 0.0°
Tashendazed 300 ppen 100.0 £ 004" 0.0 £ 000 100.0 4 0.01*
EAC 1% 48I2LATT L4102 0.97 485+ 6.5¥
EAC 5% 51.13 & GAE° 0.85x10° 4 0.81° 66.33 + 6.12°
EAC 10 % SE.B1 + 645 055x 10 £ 0.6 TO5 & 2.16°
QC 0.5 % B7.12 & 745 DLA5x 10° £ QLG4 O8.66 + 1.757
QC 1% B3.27 £2.90° D35x10° £ 0L41° 99.33 £ OLEIT
QC15% BLTT 43000 0.2x10° £ 0.25 00,66 + 0.5
QC 0.5 %+ EAC | % T9.44 2332 015x00° + 0.73° 99 66 = 051"
QC 1%+ EAC 5% 9110+ 1 84 0.1x10P 20217 99 83 £ 0407
QC 1.5% +EAC 10 % 94,68 £ 215 005x10° £ 0,15 99,83 £ 0.407

Lk vakores seguldi de ks musima letm oo son significstvamee diferemes con i riesgo del 5%, Promedio de diez eéplicas = desviacsn estisdisr




Figara 1. Creclenbonts micelial do X wolan(lr cxpaevie & difoovmtos sratambontos doraste 2 8la 2 250 1 °C

K wolwler produacnde pomcsbdoacion y péodeda &l
coestcnad cobular {protcmas ¥ amenoacidos ), cawando graves
slieracioncs bisquenicn v merbolégeas qec difcuken o
proccwe de micccen vy dosrolio de e hifay opeotn
(Garca-Rizcrm v al, M0 Glscuth, Aml Axchn &
Bazbamoe, 1992 Gonralex-Extracts o 2!, 2020 Cualszace-
Mastines ot al, 2018)

svestgaciones conchnyee @ la  sphoscoon
250" Da)
puodes prodecir us guyee cfecio mbibstone sobee o

Prevam

g guekuans “ to pon mokoular |

doarrolle muceled dc R solondor (kasta 99%) 3 partic &¢
% {Hermnder-Lsssardo v af, 200K
rero of @t 20K)

cooccirmonacs dcd | ¢
Wamson-Li

La clectadad ded quioamo cos base o= o poso molocelar
» ba rchorondo cm o stmcm de cegas positras capocex
e whcoxctux dc mascra clectrostaten coa b pared el
ptogene sfasnnds w actnvuded srefusgecs (Rosanwn
or al, 2015} El guideemo de alio pew modoculs icee uss

mEnor prescias & prupos amieo dupossbles on ns cadoron
larpe debndo 3 powblo otrcluerscnts gee oplion w
menor cfoctividad o v |Felisamn o &, 20 3 Noowrokie,
JNE) Lo EAC v ¢l QU so demostrason ser completamenis
clcctves oo aphcacencs iadovadsalos on cossparacan con ol
conel poatve (100 = 00 % de mhinoos). wn cmbucge,
la comborecion del QC o 1.5 % com lex EAC 3l 10 %
rovalis scr muie ofcctwva (MR = 215 S Sc ha repertsdo
ol clocto addtive o sacce de ko propeedades fuscerados
ded guosme 3l s« combrmdo con &fcrentox cxinacion
vepetilox (Duns o af. N6 Khalels, Baakat, El-Masy
& Sobmem, 2017; Mucrshpo, Badolahi, Clappetta, Pxo
& Muzzabapo, 200; Ssbaghe, Maghwadios, Khomon &
Zuiznfar, 151 Lo snvesbgacosey wodomds sxcscionm
s meciaoen bbbl del quiksemo con alpumos compucdos
fawlicos medaree mtcnccoeny hadmtobicas. pdamemn
2-z, cnbcoy sudiple & hndmgene o sy covalentos
suire ou grepos mosctivas del guiiosaso y o gnpos podares
de bon commpacyion fenoboos (Sepatrawan & Hare, 2018; Xic
aal, 204 hao aal, 2019




La aphcacion de nbmikcsim qec rdurcan o ichbas <l
nmpide desarrolio mecelial de & uslodlr pacde ser em
ainicga clociva pan ol contred de s pudnciencs hlandas
m freics; a= como mbice b sfocisosn de condeoanes
faveeables pars |2 capiscos e autrenies s ks relacions con
o demizucos o b paiopmicadsd de ot hosgo {Poirasch
o al, ML

b sparulecan

La prdeccien de copeas en & oo fue
apnibcaizamcric Afmic b b iratemiceios | £ 0015
dospucs de 2 dom dc meshacon. En b Tabla | s mucsirs
b conceniracion di cxpons por imtamicsio. Mo sc cacosbn
difcrencia ngnificativa (p * 0.05) eniee <l cosirol (agar) y <l
control nogative (virmgre 10 %) Les teatamicnio dc EAL v
0 aplicadn ndivadealmente demesiearon ser clecivm con
valeres superaees al M0 %, de ichibicion. Es csbudion previos
w chucrvo que b aplicacion dc los cxirscios scemos ricos
cn acades fmolicm: pucds ener us maye clecio sobre s
procesm de cxporubscos en B usisagir | Hastists-Hatos
et i, 2O, Bonstista-Hafos, Hemasder-Loper & Bosquez-
Moliea, DMM). Esto pucde deberse 3 un pouible dato
cainsctenl m s membranas czlelares, 1= come sicrscancs
cn b actividad erosmatscs relacionada cos ks proceses de
sdaptacion v diferenciacion de s sstnicteras lermadoras de
caporas ( Kanm o al, 201%; Mobemed e al, 20141

D inml fema, & observo o reducose similar o b
capackiad de poduccioe dc b oporm de B oolamier
i< # %) ol entrr cn contacio con ol quilmsano de alie poso
moleruler 2 partir de concepinciomes de 05 % |Garca-
Rircos o af, ]I:III:Il.El:lnF-::i:u:rFrhl:q:Iﬂﬁdd-:l
Sudmang pan 1 :nl.l.hm:d-.:l
emica del II:‘lu"':r K e b cilub fimpca, producndn <l
excape de bes neclestidos. fosfales, westeaies de rescoiones
cenmaiicas rebscosados con la respracos, los procosm de
difcrenciscon, asi come 3 la prodeccion de caporas | Bastisa-
Hafios, ilar, Comea-Fachero & Covoro- Rangzl,
Ml T; Pofia, Sancher & Cabhors, W3R

Mo sc chervarn dedficrmicias spnificativas |jp = (05§ oies las
sombmacones de los EAC con ol O demosteando serefoctrras
rxpecio 3l control pesibve. L aplicxioe de etmsmios
sue permeian la mbibxion de low procesm: de caporelacion
@ bmpm hlreniosos. @8 g sinlcga importazis o b
repiun del oclo de indeccam de low paiagenos fimpices (Hee-
Soo dk Jac-H yuk, 3812}, en cwic scaiidn, la apbcacion del QC
¥ b EAL pucde syudar 3 reducir |a virslescia de B makamier
whre frutos suscepiblos 3 su abaque.

Lerrmanacion de las cvperan

El precentaje de pomnacion de las cxporas en & wakger
fex sigmficativamcnic diferceic ontre ko concesinciones. de
kas EAL |p = 008 despucs dc 4 b de iscubacon  Tabl [y b

coeceniracnm del (0% de EAC remlio ser mas efectne | TILS
= LI % de mhbioon) H pmces de pormizacion de las
CEporms o i creske imporbnic para la niccoen por henges,
s exiradios soussos ricos el e como
sxde clorogenicn pedean nducr 3 usa mayor ishehicon de
los mecaismos 4 permizacion. al supnour b ransduccion
de scfales relacwoeads cor b somadsd eroeoroieea, de las
cxporas | Karam v al . 201 5; Mokamed o 2, JHA

Todes bes tratemicnies cos O focros mas cfoctress pars
mbibir o process de prrmenacioe de bs cpors (2 TR
+ IL.T8%, de mlubxin) S conece us pairon entre 2l peso
melecslar ded quiosne v s cloce whre lm procesos de
F‘ﬂi.'lhth:‘:ﬂ‘m]h‘lﬂhq’ hbmericsss,
por comigpusmic b aplicscion del quitosno de alio poso
meolecelar demosto mgoros resullados cones £ indamer
(- Rincoe o ol , D0l Remes-Cleomem o ol NE).
Esia mayer ishbicos s rebicoans am b cpacidad que
txren |m prepos amiso {-NH;} presenics en o molocelas
del quimans pan increchor con bs cargas sepatevm de
I membraza cduler de b cypona, canande cambios en s
permeabaiidsd v alicrcionss 3 sivel intracciube difioukandn
o pocem de pomimacion (Gownler-Edrxda o o 2010).
Mo s chacrvaron dfmomcun sgniscaivas g £ 05} enirs las
combrmcones del cxtracin scuoss cos d quitosne.

s gerranscson de s ciporm o corsiderads como b daps
muas impretazic on b isftooien v propagacon 4o en palogoen
fengico (Corics-Kivera e al, 300%60 b miubicion de oaic
prcess pucds repscntar un dafio smpetank sobee dos
mocsusmon ¥ cvieaicgias de prolifercion de & nsdoagler

Ml gr crecimirnie

L couscion medbhicada de mostm un buen ajesic
in b dewcrpeion del desrrelle micckal de B vialaanier sbre
ks deforepics irsfarmmenios, chservindioe =n cochoenic de
drtm.mpmnhl!’jlﬁ:l.ﬂ?-lﬂip:-ﬂm
temperateras de almoconamianie |15 7013 C). Debido o que
£ walongir prosmits us crecimiceio liscal a partir de 40 pm
de lenmtud del teho germinal, oic modcle malcmatico peede
mvohersdas m b cmdtes de domerllo de mic
i*ekkhsh, Hashemi, Habibn & Forbeosk, 3017; Fii &
Hochizg. 2000} El arodwis cxladistcn domostro deferoncias
signdicaiivas (p < 008 ertre las varmbles de velocidad
manima (b y o poriodo de bicnos (L) dependicado del
ipo de tratamiceic aplicade (Tabhb [ Lw coscentraconcs
mas altm dc los EAC (19 %) y o O (1.5 %) predujersn
us mayor semenio shre la fasc de laicscia ) ded patogena,
mi come usa maper reducoin en b otea de crecimiceio
maumo (1, & sn cmbarge, los irstamentos combisados
de ks EAC con d O domosiraos sor mim eficciivos ol
reducT cabos paramcinos ol meEnme ox ambas icmporsiurs de
almmconamiceic.




Tabla 11. Parimetres modiliced os del modebs de CGonypertz pars curvas de crecimiento de B selanifer expeesio o diferentes tratamienios

¥ IEmpersimras.
Farimetros de CGomperiz

Tratamicmios Vau (mm'h} L ik Varimhilidnd | B aadj_)
154C Fally 15 Pl 15C Py

Contral 0067 £ 000 | 02660009 | 1ZTI&04F | 0027 &001° 0.991 0.9%4
QL 0.5 % 0.060 & 0001° | 0230£0005 | 2.620+0061% | 0.825 & D068 0.997 01.986
QC 1 % 0057 £0.01°% | 0.2I8& 00044 | 2RIE & 0TH 1.025 4 D05 01996 0981
OC 1.5% 0.056&0000° | 0212400029 | 3.002+0R¥ 1193 £ 0147 0.997 0.984
EAC 1 % 0.063 £0.02° | 0.245£0007" | 2069+ 064" | 0692 +£0001% 0.995 0.94%1
EAC 5% 0062 +00F | 0139400068 | 2525+ 041" | 0.766+ 021" 01996 019490
EAC 10 % 0060 &000° | 022820005 | 2586+031" | 0.954+ 008" 0.988 01.98E
QT IS5 %+ EAC 1 % 0057 £ 0007 | 022640009 | 2640+ D3E 1401 + D23 01996 0.983
QC 1%+ EAC 5% 0.056&00017 | 0217400047 | 2916+ DAF 1.545 + 0.2R? 01996 01986
QC 1.5 % +EAC 10 % 0054 £000° | 020240000 | 3020+ 078 | 2277+ 0339 0.998 0982

Lo vakores segusdos de la misma letra no son agnifcalivamesie @ferenies con on nespodel 5 %, Promedio de dicz stplcis £ desvesadn cslindar. V.

i e erevmeeno capecifbea mixima, L desacade de Lo fise & laesia.

Exmten pocos miommes que descnban el efecio de bos
antifiingicos organscos medianie modelos malematices, pero
s¢ conoce que la aplcacion de activos naturales de manera
comhbinada produce un mayor mngo de acoon sohre B
siofonifer al modificar los prmcipales pardmetros cmébicos
asociados con su desarrodlo micelial (L, F ) (Ochoa-Velasco
e al, 2017). Aumque los mecanismos asocmdes con la
adaptacion v el desarrollade £ sdodandferal interactuar con bos
compuesios fendlicos no se encuentran iotalmente esclarecidos,
esios podrian mmplicar afecciones sobre los mecansmoes de
tansporie y'o cambios en bos mecamismos celulares que
conducen a la incorporacion de proteines. 3 polisacandos en
la xona de extensitn de kb hifa (Suwaremornler, Sanpehote,
Chimsirikul, Same & Chonhenchob, 3018). De igual forma,
s sabe de ka capacidad del quitosano parn afectar vanahbles
comea |a tasa de crecimienio maxima de & stofanifer, asi como
probongar la fase de latencia (L), debido a modificaciones
en ¢l plasma celular vy alteraciones graves en la membram,
gue conducen a un aumento en bos periodos de adaplacon
¥ diferenciacion del patogeno [Herm@nder-Lawrardo ef @f,
I08; Garcia-Rincon of al., 20010).

La temperatura influyd en mayor medida sobre la dinamaca
de crecimeento de B sfoloadfer sin embargo. todos los
tralamsentos aplazaron la curva de desarmollo del patogeno
(Figura 2], esta adaptacin a temperaturas bajas v presencia
de compuestos antifingecos se podria deber a caractenisticas
morfoldgicas ¥ estnacturales come la presencia de hifas
cepacilicas carentes de septos, capaces de permitir uma
translocacion rpida de organelos ¥ una mayor absorcion
de nuirsentes. permiiendo el desarmollo de R srolonifer
en condiciones de esirés [Fitt & Hocking, 2009:; Sardella,
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Figurs X Clsftica de crecimlenio de B, selsagfer. A) Dindmica
de crecimlents & 15 %C. B Dindmics de erecindents s 255 N =
[Maneetro promedio de ls celonks ea o temps b %8 = Hdmetro
de la celonks en o tempao .




Gatt & Valdramadis, 3018). Los parametros de crecimienio
determinan &l valor de su uhbibided al evaluar la actvedad
antrfimgica del O ¥ los EAC sobre los procesos die infeccion
de & mioloeifer en fnolos de guanabana.

CoNCLUSIONES

La combiracion de bos EAC con el OC produce un mayor
efecto inhibitorso sobre el crecomiento micelial, exporulacion
vy germimacion de las esporas en B sieloaifer, asi como
uma mayor modificacion en los paramectros cmébioos de
crecimeentd ¥Vne ¥ A Todos los tmamienios producen um
efecto fungisiatico sobre B, siolomifer v las combmaciones
de |os tratamienios muestran un comportanmeno smergeoo de
manera i wWiro, gque pueden utilizarse en futuras evaluaciones
contra la pudncion smxve en la guenabana (4. soecenzh
¥ como uma aliernativa ecoldgica para la reduccion de b
paingenicidad v la vimlencia de & siodomfer.
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