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RESUMEN:

Se investigo la eficacia in vitro e in vivo de una cubierta bioactiva con extracto de mesquite (EM) y quitosano para
el biocontrol postcosecha de hongos de plantas (C. gloeosporoides, F. oxysporum, R. oryzae y R. stolonifer) en
frutas y hortalizas (fresas, tomates cherry y zanahorias baby). Separadamente se investigo la eficiencia del EM y
quitosano (0, 1, 2, 4 y 5%) para retrasar el crecimiento de hongos y los mejores resultados fueron con 2 y 4% de
quitosano BPM y 5 ME %. Se formuld la cubierta o recubrimiento con EM 5%, glicerol 1% como plastificante y 2 o
4% de quitosano (pH: 4,0, 4,8 y 5,2 y viscosidad; 63, 164 y 1180 cp) y se determiné su eficacia in vitro e in vivo.
La férmula con 5% EM, glicerol 1% y 4% quitosano in vitro, retrasé el crecimiento de todos los hongos utilizados.
Los principales efectos microscépicos fueron ramificacién hifal en C. gloeosporoides, hinchazén hifal en F.
oxysporum y aumento de densidad hifal en R. oryzae y R. stolonifer. In viivo la cubierta fue menos eficaz contra C.
gloeosporoides (fresa) y Rhizopus (zanahoria) que mostraron sintomas de deshidratacién y la pudricion blanda a
los 8 y 12 dias respectivamente.

ABSTRACT:

The efficiency in vitro and in vivo of a bioactive coating formulated with chitosan and mesquite extract was
investigated for postharvest biocontrol of plant pathogenic fungi (C. gloeosporoides, F. oxysporum, R. oryzae and
R. stolonifer) in fruit and vegetables (strawberry, cherry tomatoes and baby carrots). Separately chitosan and
mesquite extract (ME) efficiency (0, 1, 2, 4 and 5%) was tested to delay fungal growth and the best results obtained
with 2 and 4% chitosan ME BPM and 5%. A bioactive coating formulated with 5% EM, 1% glycerol as plasticizer
and 2 or 4% chitosan (pH: 4.0, 4.8 and 5.2 and viscosity of 63, 164 and 1180 cp) and its efficiency in vitro and in
vivo was tested. The coating with 5% EM, 1% glicerol, 4% chitosan was the most effective in the in vitro bioassays,
fungal growth delay in all the tested fungi.

The mains microscopic effects observed were hyphal branching in C. gloeosporoides, hyphal swelling in F.
oxysporum and hyphal density increased in R. oryzae and R. stolonifer. In viivo the coating was less effective
against C. gloeosporoides (strawberry) and Rhizopus (carrot) showing signs of pathogenicity as dehydration and
soft rot at 8 and 12 days respectively.
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INTRODUCCION

Las peliculas y cubiertas (recubrimientos) comestibles son utiles para incrementar la vida util
postcosecha de productos hortofruticolas. Las cubiertas a base de quitosano durante afios han
sido las mas utilizadas porque no son toxicas y son biodegradable. Para mejorar las
propiedades de los revestimientos a base de quitosano e incrementar los efectos como
conservador, actualmente se combina con compuestos organicos, compuestos inorganicos,
agentes de control biolégico, o bien se tratan térmicamente (Jianglian and Shaoying 2013). Lo
anterior genera a una extensa investigacion para obtener nuevas férmulas de peliculas y
recubrimientos adicionados con agentes antimicrobianos para la bioconservaciéon de frutas y
hortalizas, y lo mas novedoso incluye la incorporacién de antioxidantes naturales (Eca et al.,
2014).

La incorporacion de antioxidantes naturales puede modificar la estructura y mejorar la
funcionalidad y aplicacion de cubiertas en los alimentos, también mejorar las propiedades
sensoriales y agregar valor a los productos alimenticios, aumentando su vida util (Bonilla et al.,
2013). Ademas, la adicion de antioxidantes a la formulacion de peliculas y cubiertas mejora la
funcion conservante, inhibe el pardeamiento y reduce los efectos indeseables de los productos
de la oxidacién (Pastor et al., 2011;. Bonilla et al., 2010).

En este trabajo se investigé la eficiencia de una cubierta o recubrimiento formulado con
guitosano adicionado con un antioxidante (extracto de mezquite) y se determino su efectividad
para el biocontrol postcosecha de hongos fitopatdégenos (C. gloeosporoides, F. oxysporum, R.
oryzae y R. stolonifer) en frutas y hortalizas (fresa, tomate cherry y zanahoria baby).

MATERIALES Y METODOS

Crecimiento de hongos fitopatdgenos

Los hongos Fusarium oxysporum, Rhizopus oryzae y R. stolonifer aislados de productos
hortofruticolas de Guanajuato e identificados molecularmente (Castafieda et al., 2015) y
Colletotrichum gloeosporoides ATCC 42374 se crecieron en agar papa dextrosa (APDA)
(BIOXON) acidificado (CsHeOs 10% v/v) inoculando 3 uL de esporas (1x10° esporas/mL) de
cada hongo, se incubaron 7 dias a 30° Cy se registré el crecimiento miceliar.

Bioensayos con quitosano
Se prepararon soluciones de quitosano (SIGMA) de bajo y medio peso molecular (BPM y MPM)

con grados de desacetilacion 2 75.0 % y 75-85 % respectivamente, diluyendo con &cido acético

al 1%. Estas soluciones se mezclaron con APDA para obtener concentraciones finales de 0
(control), 1, 2, 4%, 5% para verificar el efecto del quitosano in vitro. El agar se plaqueé y se
inoculé con 3 uL de esporas de cada hongo (1x10°), se incubaron por 7 dias a 30°C y se
determind el crecimiento radial.

Bioensayos con extracto de mezquite (EM)

Hoja, flor y rama de mezquite (P. glandulosa), se deshidrataron (70°C/4 dias), se molieron y
tamizaron. Por el método de decoccion (95 °C/3 min) y por filtrado con papel filtro (Whatman,
UK) se obtuvieron 3 extractos (500 mg/mL). Se determiné la capacidad fitotoxica de cada
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extracto de mezquite mezclandolo con APDA a concentraciones finales de 0, 1, 2, 4 y 5% de
EM, se plaqueo en cajas Petri, se inocularon por triplicado con 3 pL de suspension de esporas
de cada hongo y se incubaron a 30°C por 7 dias. Para establecer in vitro el efecto inhibitorio del
EM sobre el desarrollo de cada hongo se registro diariamente el crecimiento miceliar.

Bioensayos con la cubierta bioactiva

= Disefo y caracteristicas de la cubierta
La cubierta bioactiva se formulé con quitosano BPM (2 o0 4%,) y extracto de mezquite (500
mg/mL) esterilizado por filtracion, se adiciond glicerol (1%) grado alimenticio como plastificante
y se homogenizaron por 12 hr a 200 rpm. Por triplicado se determiné en la cubierta el pH y la
viscosidad a 31°C y 50 rpm con una aguja del No. 2 en un viscosimetro DV-lI+Pro
(BROOKFIELD).

= Estudios in vitro
Los componentes de la cubierta biocativa (quitosana, EM, glicerol) se mezclaron con APDA
para obtener concentraciones finales de 1, 2, 4 y 5 % de quitosana, 5% (v/v) de EM y 1% de
glicerol, se plaquearon por triplicado y se inocularon con 3 puL de suspensidon de esporas de
cada hongo y se incubaron a 30°C por 7 dias.. Se realizdé un control de cada hongo en APDA
por triplicado incubado en las mismas condiciones. La efectividad in vitro de la cubierta se
determiné al comparar el crecimiento radial de cada hongo en las diferentes formulaciones.

= Estudios in vivo

Se utilizaron como sistemas modelos fresa, zanahoria baby y tomate cherry sanitizadas y se les
aplicé por inmersion dos formulaciones de la cubierta al 2 y 4% de quitosano, ambas con 5%
de EM y 1% de glicerol. Se dejaron secar en la campana de flujo laminar y se inocularon con 3
ML de suspensién de esporas de cada hongo. Los modelos se colocaron en cdmara hiumeda
por 14 dias a temperatura ambiente (25-30 °C) y en refrigeracion a 4 °C por triplicado. Se
realizaron dos controles de los modelos sin sanitizar y sin la cubierta bioactiva y se mantuvieron
en las mismas condiciones que los modelos con cubierta. Se registré diariamente el desarrollo
del crecimiento miceliar (CM), necrosis (NC), pudricion blanda (PB) y deshidratacion (DH) en
los modelos para determinar la efectividad de la cubierta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos con quitosano

El quitosano de BPM mostrd en general un mayor retraso del crecimiento de los hongos que el
de MPM, y de acuerdo a los resultados observados en las graficas de la Figura 1, se
seleccionaron las concentraciones de 1%, 2 y 4% para formular la cubierta bioactiva.

fe T,
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Figura 1. Crecimiento de hongos en presencia de Quitosano (BPM y MPM). a) C.
gloeosporoides, b) F. oxysporum, c) R. oryzae, d) R. stolonifer en quitosano (rojo: 0%, verde:5%,
azul fuerte: 4%, azul claro 2%, rosa: 1%).

Bioensayos con extracto de mezquite (EM)

El efecto del EM contra el crecimiento de todos los hongos ensayados fue inhibitorio,
encontrandose mayor retraso del crecimiento en C. gloeosporoides y F. oxysporum a 2, 4y 5%
de EM. Sin embargo ambos Rhizopus solo se ven afectados con un 5% del EM en el medio de
cultivo (Figura 2), y por tanto se utilizo esta concentracion para formular la cubierta.

SYotHHHHHHHHHHHA Yo HHHHHHHHHHHHD Yo HHHHHHHHHHHL %6 HHHHHHHD YoHtontrol#
Figura 2. Bioensayos de diferentes concentraciones de extracto de mezquite y registro del
crecimiento a los 5 dias de incubacion de a) C. gloeosporoides, b) F. oxysporum, c) R. oryzae.

Bioensayos con la cubierta bioactiva

Las 3 formulaciones de la cubierta con concentraciones fijas de EM (5% v/v) y plastificante
(glicerol 1%), y con diferentes concentraciones de quitosano BPM (1, 2, 4%) tuvieron valores
de pH de 4.0, 4.8 y 5.2 y una viscosidad de 63, 164 y 1180 cp respectivamente.
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Figura 3. Bioensayos in vitro de la cubierta bioactiva. A) CreC|m|ento de C. gloeosp0r0|des a);
F. oxysporum b); Rhizopus oryzae y R. stolonifer d). de la cubierta. B) Vista microscépica del
efecto del la cubierta sobre morfologia de los hongos a, c, e y f controles sin cubiertay b, d, fy
h cubierta a la derecha de cada hongo visualizado.

Estudios in vitro.

La cubierta in vitro retrasé el crecimiento fungico, principalmente contra la alta velocidad de
crecimiento los Rhizopus, causantes de pudricion blanda. Estos hongos mostraron la menor
susceptibilidad al ensayarlos independientemente en EM y quitosano (Figura 3A).

Figura 3. Bioensayos in vitro de la cubierta bioactiva. A) Crecimiento de C. gloeospor0|des a);
F. oxysporum b); Rhizopus oryzae y R. stolonifer d). de la cubierta. B) Vista microscoépica del
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efecto del la cubierta sobre morfologia de los hongos a, c, e y f controles sin cubiertay b, d, fy
h cubierta a la derecha de cada hongo visualizado.

Microscopicamente la formula de la cubierta provoco ramificacion hifas en C. gloeosporoides
(Figura 3 B, b), “hinchazon” en F. oxysporum (Figura 3 B, d) y un aumento en la densidad de
hifas en los Rhizopus (Figura 3 B f, h), pero mucho mas cortas que las observadas en el control
sin aplicar la cubierta (Figura 3 e, g). Esto se explica porque las hifas del margen de la colonia
determinan el didmetro, tienen prioridad para utilizar los nutrientes disponibles sobre todas las
demas hifas, es decir, las ramificaciones. Solo los nutrientes en exceso requeridos por las
puntas de hifas marginales estan disponibles para apoyar la ramificacion y los nutrientes
producen una mayor densidad hifal (Shovan et al, 2008; www.fungionline.org.uk).

Estudios in vivo.

La cubierta o recubrimiento ensayado mostro efectividad cuando se aplicé a fresa, tomate
cherry y zanahoria baby pero solamente al almacenarse en refrigeracion por 14 dias, pués en
fresa inoculada con C. gloeosporoides y R. oryzae se presenta crecimiento miceliar alos 8y 12
dias de almacenamiento respectivamente (Figura 4 a y c indicado con flecha). Los modelos que
se inocularon en las mismas condiciones pero se incubaron a temperatura ambiente (30°C) aun
con la cubierta fueron susceptibles a crecimiento miceliar, necrosis, pudricion blanda y
deshidratacion, principalmente en fresa (Figura4 a’, b", c'y d").

Eiiiiiiiimiim WEiiiiiiiiiiiiiioMEiiiiiiiii m i)
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Figura 4. Bioensayos in vivo de la cubierta bioactiva. a) C. gloeosporoides, b) F. oxysporum, c)
R. oryzae, d) R. stolonifer, control (sin inocular) incubados en refrigeracion. Ena’, b, c" yd” se
indican los mismos hongos incubados a temperatura ambiente (30°C).

CONCLUSIONES

La cubierta bioactiva formulada con extracto de mezquite y quitosano preliminarmente se
considera una excelente alternativa como tratamiento biodegradable para bioconservar
postcosecha frutas y hortalizas altamente perecederas y econémicamente importantes.
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