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.  RESUMEN

La papaya (Carica papaya L.) es un fruto de amplio consumo en México y en
el mundo debido a su sabor placentero y a sus propiedades nutrimentales. Su cultivo
se realiza durante todo el afio, por ello resulta beneficioso para la mayoria de los
productores. Este fruto debe manipularse con mucho cuidado al momento de la
cosecha ya que es muy sensible y perecedero y puede sufrir daflos mecéanicos que
provocarian una disminucién de su calidad, pérdidas poscosecha y el desarrollo de

enfermedades producidas por hongos y bacterias.

La antracnosis, causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides, es
considerada la enfermedad fuangica mas importante en frutos de papaya ya que
genera grandes volimenes de pérdidas poscosecha. Una alternativa utilizada para
su control es la aplicacion de fungicidas sintéticos; sin embargo, su uso constante
genera resistencia en el patdogeno y ademas produce dafios al medio ambiente y a la
salud humana. El uso de productos naturales con propiedades antimicrobianas,
como el quitosano y los aceites esenciales, ha mostrado ser eficiente para reducir el
desarrollo de antracnosis. Los aceites esenciales tienen estas propiedades dado que
su hidrofobicidad, les permite dividirse en los lipidos de la membrana celular
bacteriana y las mitocondrias, alterando las estructuras y haciéndolas mas
permeables. Por su parte, las propiedades antimicrobianas del quitosano se deben a
gue induce la produccion de enzimas de defensa y fitoalexinas. Dadas estas
consideraciones, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion

de un recubrimiento elaborado con quitosano en combinacion con aceite esencial



para inhibir el desarrollo de antracnosis y mantener la calidad poscosecha en frutos

de papaya durante su almacenamiento comercial.



ABSTRACT

The papaya (Carica papaya L.) is a fruit widely consumed in México and the
world because of its pleasant taste and its nutritional properties. Its cultivation takes
place throughout the year, which is why it is beneficial for many producers. This fruit
must be handled with great care at the time of harvest as it is very sensitive and
perishable and may suffer mechanical damage that would cause a decrease in
guality, post-harvest losses and the development of diseases caused by fungi and

bacteria.

Anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum gloeosporioides, is
considered the most important fungal disease in papaya fruits since it generates large
volumes of post-harvest losses. An alternative used for its control is the application of
synthetic fungicides; However, its constant use generates resistance in the pathogen
and also damages the environment and human health. The use of natural products
with antimicrobial properties, such as chitosan and essential oils, has been shown to
be efficient in reducing the development of anthracnose. Essential oils have these
properties since their hydrophobicity allows them to divide into the lipids of the
bacterial cell membrane and mitochondria, altering the structures and making them
more permeable. On the other hand, the antimicrobial properties of chitosan are due
to the fact that it induces the production of defense enzymes and phytoalexins. Given
these considerations, the objective of this work was to evaluate the effect of the
application of a coating made with chitosan in combination with essential oil to inhibit
the development of anthracnose and maintain post-harvest quality in papaya fruits

during commercial storage.



II.  INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es un fruto climatérico de sabor agradable que
se cultiva durante todo el afio en regiones tropicales y subtropicales, por lo cual, es
una opcion excelente desde una perspectiva socioeconémica para los paises que la
producen (Oliveira y Vitoria 2011). A nivel mundial, México ocupa el quinto lugar en
produccion y es el principal exportador (SAGARPA 2017). Su principal forma de
consumo es en fresco, aunque también puede utilizarse para la elaboracion de jugos
y mermeladas (Pino 2015). Este fruto ha ganado interés en el mercado por ser una
buena fuente de compuestos bioactivos con alta capacidad antioxidante, dentro de
los que se incluyen los carotenoides y algunas vitaminas como B1, B2, B3, B6, Cy K.
Durante su almacenamiento los frutos pueden sufrir deterioro en su calidad ya que la
papaya es altamente susceptible a dafios mecanicos, fisiolégicos y microbianos
(Ayon-Reyna y col 2015), lo que resulta en pérdidas poscosecha y econdmicas.
Estos problemas generalmente son causados por diversos factores como una
manipulacion inadecuada, un proceso acelerado de maduracion, condiciones

ambientales, infecciones microbianas y presencia de plagas (Kasso y Bekele 2016).

La susceptibilidad de los frutos de papaya a enfermedades es la principal
causa de las pérdidas poscosecha durante su manipulacién y almacenamiento (Al
Eryani-Rageeb y col 2009). La enfermedad poscosecha mas comun es causada por
el hongo Colletotrichum gloeosporioides y se conoce con el nombre de antracnosis.
Con el fin de reducir la presencia de este hongo se han aplicado fungicidas quimicos
sintéticos; sin embargo, su uso conlleva a la resistencia del hongo si se utilizan por
periodos prolongados (Ali y col 2015); ademas, representan un riesgo para la salud

4



de los consumidores ya que pueden permanecer residuos en la fruta (Ayon-Reyna y
col 2017). Por esta razon, es necesario buscar algunas alternativas a los quimicos
sintéticos que reduzcan la deterioracion por patdgenos y prolonguen la vida de

anaquel de los frutos durante su mercadeo (Ayén-Reynay col 2015).

Recientemente se ha implementado el uso de productos naturales no téxicos y
amigables con el medio ambiente, como el quitosano, que ha demostrado tener
propiedades antifungicas, antibacterianas y ser un buen formador de recubrimientos
(Rico y col 2012). Otros productos naturales con capacidad de controlar el
crecimiento fungico son los aceites esenciales (Ali y col 2015). Algunos estudios han
demostrado un efecto sinérgico de los aceites esenciales y el quitosano para impedir
el desarrollo microbiano, como el reportado por Lopez-Mata y col (2012) quienes
evaluaron un recubrimiento elaborado a base de quitosano al 1% y aceite esencial de
canela al 0.1% para prolongar la vida de anaquel de fresas, observando una
disminucién en el desarrollo microbiano en los frutos tratados en comparacién con
los no tratados. También, Xing y col (2011a) aplicaron un recubrimiento elaborado a
base de quitosano y aceite esencial de canela para inhibir la enfermedad del moho
azul causado por Penicillium citrinum en frutos de jujube. Ellos encontraron que el
recubrimiento elaborado a base de quitosano al 1% y aceite esencial de canela al
0.75% fue el mas efectivo para inhibir el desarrollo del hongo durante su

almacenamiento a 25°C por 3 dias y 4 °C por 20 dias.

Por esta razdn, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicaciéon
de un recubrimiento elaborado a base de quitosano solo y en combinacion con un
aceite esencial, seleccionado de 5 diferentes (albahaca, canela, clavo, menta y té de

5



limén) para inhibir el desarrollo de la antracnosis en frutos de papaya y mantener la

calidad poscosecha durante su almacenamiento comercial.



.  REVISION DE LA LITERATURA

A. PAPAYA

La papaya es una fruta nativa de América, pero actualmente se encuentra
distribuida en regiones tropicales y subtropicales. A pesar de ser altamente
perecedera (Magbool y col 2011), es muy popular entre los consumidores por su alto
contenido en azucares, vitamina C y antioxidantes como los carotenoides, los cuales
pueden ayudar a disminuir enfermedades degenerativas, como el cancer,
enfermedades del corazon y arterioesclerosis (Ali y col 2015; Pino 2015). Ademas del
consumo en fresco, otro de sus usos es en la industria de los alimentos como
ablandador de carnes y clarificador de cerveza, también se utiliza en la industria
farmacéutica, cosmética, textil, manufacturera de papel, adhesivos, entre otros

(SAGARPA 2010).

1. Clasificacion taxondmica

La papaya pertenece a la familia Caricaceae, al género Carica y a la especie
papaya L, como se muestra en el Cuadro 1 (CONABIO 2017). La principal variedad
producida a nivel mundial es Solo, también conocida como papaya Hawaiana (IFAS,
2015). Entre las variedades mas conocidas estan la Maradol, Amarilla, Roja y la

Amameyada (CONABIO 2017).

2. Origen y distribucion

Se cree que la papaya es nativa del sur de México y América Central.

Actualmente se cultiva en una gran cantidad de paises, como India, Brasil, Nigeria,



Cuadro 1. Clasificacién taxondémica de la papaya (Carica papaya L.)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Violales
Familia Caricaceae
Genero Carica
Especie Papaya

Fuente: CONABIO (2017)



Indonesia, Venezuela y México, siendo éstos los principales productores (FAOSTAT
2018). La papaya fue descubierta por primera vez en 1526 en las costas panamefas
y colombianas por el cronista francés Oviedo. Debido a sus abundantes semillas y a

su viabilidad, el fruto se propago rapidamente en los tropicos (FAO 2003).

Los conquistadores esparioles iniciaron la expansion en los afios 1500 y 1600, la
fruta ya se producia en regiones calidas como en América Central, Florida, Bahamas,
entre otros. En 1978 se introdujeron a México las primeras semillas de la variedad
Maradol a través de CONAFRUT (Comision Nacional de Fruticultura) en el estado de

Xalapa, Veracruz (FAO 2003).

3. Aspectos Boténicos

El fruto de papaya es del tipo baya alargada de varios tamafios, con una cédscara
delgada y lisa de color verde-amarillo. Tiene una pulpa gruesa con colores que van
desde el amarillo al rojo, con un agradable sabor dulce (Oliveira y Vitéria 2011). El
arbol de papaya y las frutas verdes producen latex, el cual permanece aislado en las
células lactiferas. Cuando estas células se rompen, ocurre la coagulacion y esto
representa un importante mecanismo de defensa de la planta contra patdgenos y

otros ataques dafinos (Oliveira y Vitoria 2011).

El fruto puede llegar a medir de 10 a 30 cm de largo y 15 cm de ancho (CONABIO
2017), y su peso se encuentra entre 400 g y 6 kg, estos valores dependen de la

variedad y de la posicion en la planta (SAGARPA 2010). Este fruto tiene una ranura



en la parte superior, su color varia del verde amarillento al anaranjado cuando
alcanza su madurez. Sus semillas son de color negro y estan rodeadas por un anillo

transparente de consistencia gelatinosa (Figura 1) (CONABIO 2017).

En el caso de la papaya Maradol, este cultivar es de tipo ginodidico (compuesto
por plantas hermafroditas y femeninas) y sus frutos son alargados, cilindricos, de
gran tamafio y pueden pesar entre 1 y 3 kg. Su cascara es delgada y lisa, la pulpa es
de color roja o amarilla y su sabor no es tan dulce como el de otras variedades

(SAGARPA 2010).

4. Composicion quimica y nutrimental

Los frutos de papaya contienen alrededor de 85% de agua, de 10 a 13% de
azucares y 0.6% de proteinas (Cuadro 2) (FAO 2017). Son una buena fuente de
calcio y de vitaminas A, B1, B2y C. En el caso de la vitamina C, su contenido es de
35.4 a 187 mg/100 g dependiendo del cultivar, estado de madurez y fecha de
cosecha. Otras sustancias importantes presentes son los compuestos fendlicos y
carotenoides. Los compuestos fendlicos mas abundantes son el acido ferulico,
cafeico y rutina y para el caso de los carotenoides, los mas abundantes son licopeno,
B-criptoxantina y [-caroteno, y su contenido esta asociado al estado de madurez y
temperatura de almacenamiento (Oliveira y Vitéria 2011; Bautista-Bafios y col 2013;
Simmonds y Preedy, 2016). Los valores en la composicién nutricional dependen de
la variedad, condiciones de crecimiento y madurez de consumo. Los principales
azucares que componen al fruto son glucosa, sacarosa y fructosa; la glucosa se

encuentra en mayor cantidad durante los primeros estados de desarrollo, mientras
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Figura 1. Planta y frutos de papaya

Fuente: CONABIO (2017)
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Cuadro 2. Composicién quimica y nutrimental de la papaya.

Contenido

Composicion (100 g de porciéon

comestible)

Humedad, % 88.8
Proteinas, % 0.6
Grasa, % 0.1
Cenizas, % 0.6
Carbohidratos, % 9.9
Potasio (K), mg 257
Calcio (Ca), mg 24
Fosforo (P), mg 5

Hierro (Fe), mg 0.1
Vitamina A, mg 21
Vitamina C, mg 62

Fuente: FAO (2017)
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que, en los estados finales de maduracion, predominan azlicares como la sacarosa y
fructosa. Los frutos maduros contienen cientos de compuestos volatiles, incluyendo
numerosos ésteres que son los responsables de su aroma caracteristico (Oliveira y

Vitoria 2011).

5. Produccién e importancia econémica

La produccion de papaya se encuentra localizada en paises tropicales y
subtropicales (FAO 2003). Su cultivo requiere labor durante todo el afio, lo que la ha
convertido en una excelente opcion desde una perspectiva socioecondémica en los

paises que la producen (Oliveira y Vitoria 2011).

La importancia de la papaya en la economia mexicana estd demostrada por su
amplia distribucion y produccion en regiones tropicales en el pais (Oliveira y Vitoria
2011). En el 2016, México ocupo el quinto lugar a nivel mundial (FAOSTAT 2018)
con una produccion anual que supero las 883 mil toneladas (Cuadro 3) y el primer
lugar en exportacion, con ventas anuales superiores a los 78 millones de dolares
(SAGARPA 2017; 2017a). Los principales estados productores de este fruto fueron
Oaxaca, Veracruz y Chiapas, en los que se cosecho el 61% del volumen nacional
(SIAP 2018). En los ultimos afios, los estados de Puebla y México se han sumado a
la produccion de este fruto, siendo Maradol la principal variedad que se cultiva en

México (Granados y col 2015).
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Cuadro 3. Principales paises productores de papaya en 2017

Produccién
Paises
(Toneladas)
India 5,699,000
Brasil 1,424,650
México 951,922
Indonesia 904,284
Republica
863,201
Dominicana
Nigeria 836,702
Republica
Democratica 215,263
del Congo
Cuba 212,579
Colombia 188,305
Tailandia 169,942

Fuente: FAOSTAT (2018)
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6. Manejo poscosecha de papaya

Los requerimientos de los frutos para su manejo y preparacion durante su
mercadeo dependen de su susceptibilidad al dafio mecanico y a ciertas
enfermedades (Kader 2007). Los frutos de papaya son muy delicados y susceptibles
a dafarse durante su manejo poscosecha, por lo que su recoleccion debe realizarse

de forma manual y con mucho cuidado para evitar golpes (SAGARPA 2010).

Las frutas se cosechan cuando exhiben un ligero cambio del color verde y
aparecen algunas zonas amarillas. Durante la cosecha de papaya, es recomendable
conocer los indices de madurez de las variedades cultivadas en cada localidad, ya
que los valores de estos indices pueden cambiar por las condiciones ambientales y
de cultivo de cada lugar. Actualmente se establecen 6 indices de madurez para la
papaya (Figura 2). De acuerdo con ciertas normas de calidad, la cosecha debe
realizarse cuando su contenido en solidos solubles es de 11.5 °Brix, ya que, si la
fruta es cosechada muy inmadura, no alcanzara la calidad adecuada en su madurez

comercial (Kader 2007; FAO 2017).

Para desprender el fruto de la planta se utilizan tijeras o un cuchillo afilado, los
cuales se deben desinfectar con cierta frecuencia. El fruto se debe obtener cortando
el pedunculo a la altura de la mitad (SAGARPA 2010). En ocasiones solo basta con
un movimiento de torsién de la fruta para romper el pedicelo (Kader 2007). De
preferencia su cosecha debe realizarse antes de las 11 a.m. y después de las 4 p.m.,

esto para evitar la
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Figura 2. indices de madurez de la papaya (cv. Maradol)

Fuente: Santamaria y col (2009)
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exposicion de la fruta al sol. Una vez cortados, los frutos deben ser manipulados
cuidadosamente protegiéndolos con laminas de espuma o envolviéndolos en papel.
Ademas, debe verificarse que la textura sea firme, sin areas blandas al tacto, libre de

magulladuras, manchas de latex, cicatrices y agujeros (SAGARPA 2009).

Durante el traslado de la fruta hacia el centro de empaque, se suelen utilizar cajas
tipo pallet y cajas de campo. El llenado de cajas debe realizarse con mucho cuidado,
asi como su transporte. Posteriormente, las siguientes operaciones son la seleccion
donde se eliminan aquellos frutos que no cumplen con el tamafio deseado o
presentan defectos, y el lavado el cual se lleva a cabo mediante la inmersion de la
fruta en agua con detergente que actia como desinfectante y posteriormente se
enjuaga con agua que puede contener fungicidas que brindan proteccion contra el
ataque de hongos (Granados y col 2015). También es comun el uso de métodos
como las ceras, tratamientos térmicos, biocontroladores, atmdésferas controladas,
0zono, isotiocianatos, sales y aplicacion de recubrimientos naturales como extractos
de plantas, aceites esenciales y quitosano, para impedir el desarrollo de patdgenos
que producen enfermedades en el fruto (Kader 2007; Bautista-Bafios y col 2013;

Dotto y col 2015).

Una vez terminado el proceso de seleccion, se procede a empacar la fruta de
manera manual en cajas de carton, y se pueden acomodar seis, nueve o doce piezas

dependiendo del tamafo (Granados y col 2015).

La temperatura de almacenamiento de los frutos de papaya se encuentra entre 8

y 12°C dependiendo del cultivar y del estado de madurez del fruto (Kader 2007;
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Bautista-Bafios y col 2013). Durante todo el manejo poscosecha los frutos pueden
sufrir deterioro en su calidad causado principalmente por plagas, infecciones
microbianas, proceso de maduracion y condiciones ambientales; asi como por una
manipulacion inadecuada, provocando pérdidas poscosecha que se traducen en

pérdidas econdmicas (Kasso y Bekele 2016).

7. Pérdidas poscosecha de papaya

Las frutas y hortalizas frescas son productos perecederos ya que tienen una
tendencia a deteriorarse por razones fisiologicas, plagas, infecciones vy
enfermedades. La manipulacion de las condiciones ambientales y de
almacenamiento para retrasar la senescencia puede reducir las pérdidas asociadas
con un metabolismo acelerado; sin embargo, estas practicas generalmente no son
suficientes para proteger completamente los productos cosechados de la infeccion

(Ventura'y col 2004).

La papaya es susceptible al ataque de varias enfermedades que a menudo
resultan en pérdidas poscosecha considerables. Estas enfermedades causadas por
patogenos reducen su vida util durante el almacenamiento. Uno de los principales
problemas de este tipo es el desarrollo de antracnosis, enfermedad que reduce la
calidad en frutos de papaya y que es considerada la enfermedad fungica mas
devastadora de las frutas y hortalizas en los paises tropicales del mundo siendo la
responsable de un 50% de las pérdidas en productos frescos (Ali y col 2010, 2016;

Bosquez-Molina y col 2010; Magbool y col 2011).
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Para disminuir las pérdidas poscosecha de la papaya y de otros frutos
causadas por hongos y ademas alargar su vida util, se utilizan algunos métodos
como la aplicacion de fungicidas, tratamiento térmico, radiacion, agentes
biocontroladores y recubrimientos naturales (aceites esenciales y quitosano), por

mencionar algunos (Dotto y col 2015).

B. ENFERMEDADES POSCOSECHA

A nivel mundial, las pérdidas poscosecha de frutas y hortalizas causadas por
enfermedades fungicas y bacterianas se han estimado en un 25%, las cuales pueden
ocurrir durante la floracion y maduracion del fruto, o durante su posterior manejo
poscosecha. Durante la floracion las enfermedades pueden permanecer inactivas
hasta tener condiciones fisioldgicas favorables para la proliferacion del patégeno (El

Ghaouth y col 2004).

El desarrollo de enfermedades es causado principalmente por hongos de diversos
géneros que, en algunos casos los sintomas aparecen durante el crecimiento del
fruto en la planta y en otros permanecen en latencia, presentandose los sintomas
hasta la maduracion (Ramos-Garcia y col 2010). Las enfermedades e infecciones
pueden ocurrir en cualquiera de las etapas en el campo y durante la poscosecha,
almacenamiento y transporte, siendo originadas por lesiones que se producen en el
fruto facilitando la entrada de patdgenos. Enfermedades como pudricion parda,
mancha septoria, antracnosis, pudricion clara, moho verde/azul, causadas por
Phytophthora spp., Septoria citri, Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium spp y

Galactomyces citri-aurantii, respectivamente, son el resultado de las heridas
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causadas por la manipulacion en el campo o en las etapas posteriores, aunque
también pueden desarrollarse por la penetracion del patdégeno por aberturas
naturales propias del fruto, tales como lenticelas, estomas, grietas de crecimiento,

entre otras (Simas y col 2017).

Existen tres tipos de enfermedades poscosecha: pudriciones superficiales,
pudriciones pedunculares y pudriciones internas de la fruta, las cuales reducen la

calidad de los frutos y causan pérdidas severas (Ventura y col 2004).

Los frutos de papaya son sensibles a la descomposicién, las bajas temperaturas,
asi como a la rapida maduracion y el ablandamiento lo cual limita el tiempo de
almacenamiento, la manipulacion y el potencial de transporte (Prasad y Anamika
2015). La importancia de las enfermedades poscosecha en la papaya varia con la
region en la que crece y en funcion de las condiciones climaticas. Las enfermedades
poscosecha causadas por patdgenos fungicos son los problemas mas graves que
enfrenta la papaya durante el proceso de comercializacion, siendo Colletotrichum
gloeosporioides el hongo que produce las mayores pérdidas, provocando la
enfermedad denominada antracnosis. Se estima que las pérdidas poscosecha de
papaya debido a enfermedades microbiologicas representan casi el 93% del total de

las pérdidas (Ali y col 2015; Dotto y col 2015).

1. Antracnosis

La antracnosis es una de las enfermedades fungicas mas importantes en la
papaya. El agente causal es el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz &

Sacc, el cual es un patégeno muy comun en diversos frutos de plantas tropicales.
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Este hongo ha causado serios problemas para los productores mexicanos debido a
que las condiciones ambientales en las que se produce la papaya son favorables
para su desarrollo. Ademas, es posible encontrar a una misma especie de este
género atacando a diversos hospederos, e incluso varias especies del género
Colletotrichum causando enfermedades en un mismo cultivo. Las esporas del hongo
comunmente provienen de peciolos infectados y atacan a la fruta en estado verde,
desarrollando apresorios en condiciones favorables, para posteriormente penetrar la
piel de los frutos, pero se pueden mantener latentes durante meses hasta que se
inicia la maduracion, momento en el cual se presentan los cambios fisicos y quimicos
necesarios para el desarrollo de los sintomas (Ali y col 2010; Bésquez-Molina y col
2010; Santamaria y col 2011; Bogantes y Mora 2013; Marquez-Fernandez y col
2013). El hongo forma acérvulos subcuticulares y subepidérmicos, separados con
masas conidiales rosaceas a anaranjadas que cubren los centros de las lesiones,
con setas, conidioforos septados, conidios hialinos extremos obtusos o elipsoidales

color marron palido (Ventura y col 2004).

Las condiciones climaticas favorables para la incidencia de antracnosis son
temperaturas cercanas a 28°C, generalmente en un rango de 20°C a 30°C, y con una
humedad relativa de mas del 95%. Ademas, los conidios requieren agua en estado
libre para su germinacion y liberacién del acérvulo, solo cuando la humedad es

mayor al 95% (Ventura y col 2004).

Las principales lesiones de la enfermedad (Figura 3) se muestran en forma
redonda y pueden o no presentar hundimientos, mostrando un color marrén (Basulto
y col 2011; Santamaria y col 2012; Quir6s y col 2013), pero a medida que avanza la
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Figura 3. Sintomas de la enfermedad de antracnosis en papaya, A) Lesion

caracteristica de la enfermedad de antracnosis, B) Frutos de papaya con antracnosis

Fuente: Basulto y col (2011); Santamaria y col (2012)
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infeccién, estas lesiones desarrollan erupciones de color naranja a rosado y
frecuentemente aparecen anillos concéntricos (Siddiqui y Ali 2014). Siendo una
infeccion latente, el hongo infecta los frutos inmaduros en el campo mientras que los

sintomas aparecen solo después de la maduracion (Magbool y col 2011).

Esta enfermedad resulta de mucha preocupacion para los productores de este
fruto, ya que la infeccidn reduce la calidad afectando la aceptacion por los
consumidores y su valor comercial (Rima y col 2017). Su control se realiza
principalmente en el campo, proporcionandole al cultivo una buena condicion
sanitaria, con practicas culturales y con un programa de aplicacion preventiva de
fungicidas sintéticos protectores como mancozeb, propiconazol, procloraz y

clorotalonil.

Sin embargo, el uso de fungicidas por largos periodos puede provocar que el
patogeno desarrolle resistencia al mismo, contaminaciéon ambiental y problemas en la
salud de los consumidores. Por lo cual, se han explorado nuevas alternativas no
quimicas para el control de las enfermedades poscosecha causadas por
Colletotrichum gloeosporioides en frutos de papaya (Hewajulige y col 2007; Bogantes

y Mora 2013; Ali y col 2015).

C. METODOS DE CONSERVACION

Se ha emprendido una nueva direccion en la busqueda de alternativas para
controlar las enfermedades poscosecha, con el enfoque en herramientas capaces de
prevenir las pudriciones con un impacto minimo en la salud humana y en el medio

ambiente (Ventura y col 2004). Una de las estrategias para mejorar la seguridad,
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calidad y vida util de las frutas es identificar tratamientos no toxicos, seguros,
biodegradables y eficaces como agentes antimicrobianos mientras mantienen la
calidad fisica y nutricional de los frutos (Ayon-Reyna y col 2017). Para este propoésito
se han utlizado diferentes tecnologias, entre las que se encuentran el
almacenamiento a temperaturas bajas, el uso de empaques inteligentes que crean
atmosferas modificadas, la aplicacion de temperaturas altas, irradiacion y
formulaciones que contienen agentes biologicos, peliculas y recubrimientos
comestibles. Estas ultimas en particular han resultado una buena opcion para la
conservacion de frutas y vegetales frescos, gracias al interés del consumidor por
adquirir alimentos que sean seguros, nutritivos y que tengan un beneficio a la salud;
ademas de que son consideradas como no dafinas para el medio ambiente; brindan
proteccion de barrera y pueden incorporarse compuestos que enriquezcan Su

funcionalidad (Avila-Sosa y Lopez-Malo 2008; Ramos-Garcia y col 2010).

1. Recubrimientos comestibles

La aplicacion de recubrimientos en frutas y hortalizas ha sido una practica
antigua. Algunos reportes de su uso datan de los siglos XII y XIIl donde se menciona
qgue en China se realizaba la inmersion de naranjas y limas en ceras para minimizar
la pérdida de agua. En el siglo XV, en Asia se utilizé una pelicula comestible obtenida
de la grasa de leche de soya para mejorar la apariencia y preservacion de los

alimentos (Garcia 2008).

Los recubrimientos comestibles se utilizan principalmente para mejorar la

apariencia y la conservacion de los alimentos ya que pueden proporcionar barreras
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selectivas contra la respiracion, la pérdida de humedad y la descomposicion al crear
una atmosfera modificada que reduce la disponibilidad de O2 e incrementa la
concentracion de COz (Ramos-Garcia y col 2010; Magbool y col 2011). Pueden
elaborarse con ingredientes basicos que le aporten al fruto proteccion de barrera
contra los gases y funcionen como vehiculos para la incorporacion de aditivos que
refuercen su funcionalidad como son los antioxidantes, colorantes y agentes
antimicrobianos (Ramos-Garcia y col 2010). Algunas de las bondades que presentan
los recubrimientos son su caracter comestible, su transparencia, el ser de facil
elaboracion, de bajo costo, por lo regular son abundantes, no téxicos y de facil

manipulacion (Valdés y col 2015).

Un recubrimiento comestible se forma directamente sobre la superficie de los
frutos aplicados en forma liquida, usualmente sumergiendo el producto en la solucién
y se elaboran a partir de una gran variedad de productos, como proteinas,
polisacéaridos y lipidos que pueden usarse de manera individual o combinados para
otorgarle al fruto mejores propiedades mecanicas y de barrera (Ramos-Garcia y col
2010; Falguera y col 2011). Ademas, en la formulacion de los recubrimientos pueden
afadirse plastificantes y emulsificantes con la finalidad de ayudar a mejorar sus
propiedades finales, asi como algunos compuestos antimicrobianos, como acidos
inorganicos (carbonatos, bicarbonatos, etc.) y organicos, asi como algunas sales
(propionatos, sorbatos, benzoatos, etc.), parabenos, quitosano, enzimas,
polipéptidos, aceites esenciales y otros extractos naturales (Valencia-Chamorro y col

2011).

25



Los recubrimientos ayudan a prolongar la vida de anaquel de los frutos debido a
que disminuyen la pérdida de agua, controlan la velocidad de respiracion, retrasan el
envejecimiento y mejoran la calidad y valor comercial de los mismos, manteniendo
de esta forma su calidad organoléptica y nutricional; también presentan propiedades
de barrera como transferencia de distintas sustancias, adecuada permeabilidad al
vapor de agua, solutos y una permeabilidad selectiva a gases y compuestos volatiles,
desde el alimento hacia el exterior y viceversa (Figura 4). Entre los lipidos que se
pueden incluir en los recubrimientos se encuentran las ceras (abeja, candelilla,
carnauba), resinas, monoglicéridos, diglicéridos y acidos grasos; mientras que los
polisacaridos mas utilizados para la formulacién de peliculas son pectinas de alto y
bajo metoxilo, la celulosa y sus derivados, alginato, dextrina, carragenanos, goma
arabiga y quitosano (Valdés y col 2015). Por otra parte, la incorporacion de aceites
esenciales en recubrimientos comestibles a base de polisacaridos ha ganado interés
en las ciencias agricolas debido a las propiedades bactericidas y fungicidas

asociadas con los compuestos volatiles presentes en los aceites (Ali y col 2015a).

a. Quitosano

El quitosano es un polisacarido compuesto por unidades de B- (1-4)-2-acetamida-
D-glucosa y -(1-4)-2-amino-D-glucosa y se obtiene del exoesqueleto de crustaceos,
alas de algunos insectos, paredes celulares de hongos, algas, entre otros, mediante
el proceso de desacetilacion parcial de la quitina (Bill y col 2014; Sotelo-Boyas y col

2015;
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Capas del recubrimiento o pelicula

Figura 4. Propiedades de los recubrimientos comestibles

Fuente: Valdés y col (2015)
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Valdés y col 2015). Se obtiene industrialmente mediante tratamiento de
desacetilacion quimica o enzimatica y es dependiente de las condiciones del
proceso, por ello se pueden obtener quitosanos de diferente peso molecular y grado
de desacetilacion (Araya y Meneses 2010). En el proceso de desacetilacion, los
grupos acetilo de la cadena molecular de la quitina se eliminan para formar grupos
amino (Figura 5). En general, cuanto mayor es el grado de desacetilacion, mayor es
la solubilidad en condiciones acidas, esperandose un quitosano con una carga
positiva mas alta y por lo tanto tenga una actividad antibacteriana mas fuerte

(Hosseinnejad 2016).

La aplicacion del quitosano como recubrimiento es considerado como uno de los
tratamientos mas prometedores para el control de hongos en poscosecha. El
desarrollo de hongos como Alternaria alternata (Sanchez-Dominguez y col 2007),
Colletotrichum gloeosporioides (Ayén-Reyna y col 2017), Fusarium oxysporum,
Rhizopus stolonifer y Penicillium digitatum (Bautista-Bafios y col 2004) ha sido

inhibido usando diferentes concentraciones de quitosano.

El quitosano se ha convertido en uno de los polisacaridos preferidos para formar
recubrimientos comestibles por ser de origen biolégico, no téxico, abundante en la
naturaleza y tener propiedades antimicrobianas. Tiene la capacidad de formar
recubrimientos semipermeables ayudando a prolongar la vida uatil de los frutos,
minimizando la tasa de respiracion, reduciendo la pérdida de agua, regulando el
intercambio de gases y formando una barrera que impide la entrada de hongos

patdgenos. Se sabe que tiene efecto fungistatico e induce respuestas de defensa en
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Figura 5. Mecanismo de desacetilacion de la quitina para obtener quitosano, a)

reaccion generalizada y b) detalle del mecanismo de reaccion.

Fuente: Hosseinnejad 2016
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plantas, incluyendo la acumulacion de hidrolizados antifingicos y fitoalexinas, siendo
asi, una excelente alternativa para sustituir a los métodos convencionales (Li y col
2001; Ramos-Garcia y col 2010). Es una sustancia que puede ser utilizada en
combinacion con otros compuestos tales como el almidén, proteinas y lipidos para
atender funciones especificas. Un ejemplo de lipidos que pueden ser utilizados para
la formulacion de peliculas son los aceites esenciales, los cuales le confieren a los
productos buenas propiedades de barrera, caracter insipido y transparencia (Ali y col

2010; Picard y col 2013; Valdés y col 2015).

El efecto fungistatico del quitosano esta en funcion de la concentracion utilizada,
el peso molecular y el grado de desacetilacion. Este compuesto se adhiere a la
membrana plasmatica de los hongos por interacciones electrostaticas entre las
cargas positivas del quitosano y las cargas negativas de los fosfolipidos formadores
de la membrana de los hongos. Una vez que se adhiere, causa una filtracion a través
de ella hasta llegar al citosol. Debido a que los hongos regulan los niveles de Ca?*
manteniendo un nivel bajo en el citosol, al introducirse el quitosano en el citosol de
las células fungicas se transforma el mecanismo homeostatico por la formacion de
canales en la membrana permitiendo el paso libre de iones calcio, lo que ocasiona
una inestabilidad en la célula hasta su muerte. Ademas, el quitosano podria actuar
de manera indirecta ya que podria formar una barrera en la superficie de los frutos
que impide la penetracion de los hongos, como Colletotrichum gloeosporioides,
aungue no todos los hongos presentan la misma sensibilidad lo cual puede deberse
a la composicién en fosfolipidos de membrana y a la naturaleza de sus cargas

(Ramos-Garcia y col 2010; Picard y col 2013).
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Se han realizado diversos estudios sobre la actividad antifungica del quitosano. A
este respecto, Lopez-Mora y col (2013) evaluaron el efecto del quitosano al 1%
contra el hongo Alternaria alternata en mango “Tommy Atkins” mostrando inhibicion
significativa en el crecimiento radial, germinacién y esporulacion del hongo, debido a
una intensa y amplia vacuolizaciéon del micelio y esporas, la salida de material
citoplasmatico y la formacion de material fibrilar alrededor de las células. Por su
parte, Ma y col (2016) evaluaron la supervivencia microbiana en melones enteros
aplicando recubrimientos con quitosano (1%), arginato laurico, aceite de canela y
EDTA (Ethylenediamine tetra-acetic acid) observando que los recubrimientos
combinados con estos componentes reducian significativamente el desarrollo de
mohos y levaduras en los frutos; asi como su efecto contra el crecimiento de
bacterias como Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella entérica. De
igual manera, Zhang y Quantick (2016) aplicaron recubrimientos comestibles de
quitosano en concentraciones de 1 y 2%, en fresas y frambuesas para inhibir el
crecimiento de los hongos Botrytis cinerea y Rhizopus sp., encontrando una
reduccion significativa de su crecimiento comparado con el control, durante su

almacenamiento a 13°C.

Se ha demostrado el efecto de recubrimientos comestibles a base de quitosano
en la retencion de vitamina C, como el reportado por Suseno y col (2014) quienes
aplicaron un recubrimiento en platano elaborado a base de quitosano (1, 1.5 y 2%)
con diferentes grados de desacetilacion (70 y 80%) y afiadieron como emulsificante
trietanolamina. La formulacion con 2% de quitosano y 80% de grado de

desacetilacion sin emulsificante mostré ser efectiva en la retencién de vitamina C
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durante su almacenamiento a 30°C por 8 dias en comparacion con las otras
formulaciones. Por su parte, Hewajulige y col (2009) desarrollaron un recubrimiento
con diferentes concentraciones de quitosano y lo aplicaron en frutos de papaya para
inhibir el desarrollo de antracnosis, encontrando una completa inhibicion de la
germinacion de conidios de Colletotrichum gloeosporioides, se redujo la severidad de
antracnosis, y se encontré una mayor concentracion de CO:z en la cavidad interna del
fruto. Esto pudo deberse a que el quitosano modifica la atmosfera interna del fruto,
causando respiracion anaerobica, dado que este compuesto es mas permeable al O2
que al CO2, ademas se le puede atribuir la induccion de la actividad elicitadora de las

enzimas quitinasa y 3, 1-3 glucanasa, evitando la madurez y senescencia del fruto.

También se ha utilizado el quitosano en forma de nanoparticulas, las cuales son
consideradas una estrategia prometedora que mantiene la calidad poscosecha de los
frutos actuando como sustitutos de otros compuestos que se utilizan actualmente en

forma de recubrimientos como las ceras (Ferrdo y col 2018).

Los recubrimientos y peliculas comestibles a base de quitosano son sistemas que
ademas pueden usarse como acarreadores de compuestos activos tales como los
aceites esenciales, los cuales estan recibiendo mucha atencion ya que tienen una
actividad biolégica potencial. Algunos de estos aceites esenciales son el clavo,
orégano, tomillo, albahaca, mostaza o canela, los cuales estan categorizados como
compuestos tipo GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros) por la USFDA

(Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos) (Yuan y col 2016).
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b. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios producidos por plantas
aromaticas, por lo que se consideran como compuestos naturales, volatiles y
complejos que se caracterizan por un fuerte olor (Abdolahi y col 2010). Pueden
encontrarse en diferentes partes de la planta como son hojas, raices, flores y
cascaras (Ramos-Garcia y col 2010). Su composicion incluye mezclas de terpenos,
aldehidos, terpenoides y alcoholes, los cuales suelen sintetizarse en respuesta a las
condiciones de estrés, produciendo efectos antibacterianos, antivirales y antifingicos
(Abdolahi y col 2010a). Algunos compuestos antimicrobianos que se han identificado

en plantas son fenoles, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres e hidrocarburos.

Se pueden obtener mediante diversos métodos que incluyen la destilacién por
vapor y la hidrodesinizacion como una extraccion de fluido supercritica, por lo tanto,
la fraccion de aceite esencial extraida es a menudo una mezcla de varios
compuestos. Sin embargo, los ingredientes alimentarios tradicionales, como algunas
especias y hierbas, también tienen efectos antimicrobianos sobre los patégenos que

atacan a humanos (Jaeger y col 2014).

Entre las ventajas de los aceites esenciales se incluyen su naturaleza no téxica
para la salud humana y su amplia aceptacion por los consumidores (Ali y col 2015).
Estan aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) como compuestos tipo
GRAS debido a su amplia disponibilidad y por su uso en la industria alimentaria y
como agentes aromatizantes, ademas de su capacidad antioxidante y antimicrobiana

(Lépez-Mata y col 2012; Sivakumar y Bautista-Bafios 2014; Guerreiro y col 2015).
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Estos atributos y una creciente demanda por opciones de aditivos alimentarios
naturales han llevado a que surja el interés por el uso de los aceites esenciales como
una potencial alternativa antimicrobiana (Yuan y col 2016). Actualmente se utilizan
para el control de patégenos fungicos en frutos, aplicandolos por atomizacion o por
inmersion (Abdolahi y col 2010; Ali y col 2015). En algunas especies de plantas, los
aceites esenciales cumplen un papel importante en los mecanismos de defensa del
hospedero contra fitopatogenos (Barrera-Necha y Garcia-Barrera 2008), por esta
razon su incorporacion puede ser un medio conveniente a través del cual se puede
controlar el desarrollo de microorganismos patégenos que producen enfermedades

poscosecha (Bosquez-Molina y col 2010).

El uso de los aceites esenciales en la preservaciéon de los alimentos esta
frecuentemente limitado por su alto costo de aplicacion, asi como por su intenso
aroma y potencial toxicidad. Existen reportes de toxicidad en humanos por la
utilizacion de estos aceites puros o en concentraciones altas, ocasionando dafos a la
salud. Sin embargo, su uso en concentraciones minimas no genera alteraciones en

el organismo (Ramos-Garcia y col 2010; Yuan y col 2016).

La actividad antifingica de los aceites esenciales esta asociada a su contenido de
fenoles monoterpenos. El mecanismo de accion se basa en la capacidad de los
grupos hidroxilo presentes en los compuestos fendlicos de los aceites para
interactuar con la membrana citoplasmatica del patégeno, alterando de esta manera
su estructura y funcion; ademas, también se presenta degradaciéon de la pared
celular, dafilo a las proteinas, filtracion del contenido celular, coagulacion del
citoplasma y disminucion de la fuerza motriz (Rosas-Gallo y Lopez-Malo 2011).
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En la literatura se pueden encontrar estudios sobre el uso de aceites esenciales
contra algunos hongos patdgenos que afectan a diferentes frutos, como el reportado
por Simas y col (2017), quienes extrajeron aceites esenciales de diferentes citricos y
evaluaron su efecto sobre el crecimiento del hongo Botrytis cinerea, encontrando que
los aceites demostraron tener propiedades antifungicas. Magbool y col (2010)
aplicaron un recubrimiento a base de aceite esencial de canela para inhibir el
desarrollo de antracnosis en platano producida por Colletotrichum musae,
encontrando una baja incidencia y severidad de la enfermedad en los tratamientos
con mayor concentracion de aceite. Asi mismo, Magbool y col (2011) desarrollaron
un recubrimiento comestible a base de goma arabica al 10% combinada con aceite
esencial de canela al 0.4% para inhibir el crecimiento de Colletotrichum
gloeosporioides y Colletotrichum musae en papaya y platano, respectivamente,
encontrando un porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial en C. musae del
73.4% y en C. gloeosporioides del 70%, asi como un porcentaje de inhibicion de la

germinacion de conidios del 88 y 85%, respectivamente.

Se ha encontrado que los aceites esenciales obtenidos de diversas plantas, asi
como sus componentes tienen una importante actividad antifingica. Sin embargo, un
problema para los aceites esenciales y sus componentes mayoritarios es su alta
volatilidad. Para contrarrestar este problema se han mezclado con otros compuestos
como el quitosano. Tal es el caso de Correa-Pacheco y col (2017), quienes aplicaron
un recubrimiento a base de nano particulas de quitosano y aceite esencial de tomillo
para inhibir el desarrollo del hongo Colletotrichum gloeosporioides en frutos de

aguacate, encontrando una alta actividad antifungica. También, Ma y col (2016)
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encontraron una alta inhibicion del desarrollo de bacterias como Escherichia coli,
Salmonella entérica y Listeria monocytogenes en melones al aplicar un recubrimiento
a base de quitosano, arginato laurico, EDTA y aceite esencial de canela. Ademas,
algunos estudios demuestran que la incorporacion de aceites esenciales en
recubrimientos comestibles aplicados a frutos incrementa su actividad antioxidante

(Contreras-Oliva y col 2012; Melgarejo-Flores y col 2013; Bonilla y col 2018).

En este sentido, Mohammadi y col (2015) encontraron que un recubrimiento de
nano particulas de quitosano en combinacion con aceite esencial de Zataria
multiflora mostré altos niveles de actividad antioxidante en pepinos en comparacion
con el recubrimiento s6lo con nano particulas de quitosano y el control. Por su parte,
Lépez-Mata y col (2012), evaluaron el efecto de un recubrimiento comestible a base
de quitosano y aceite esencial de canela sobre la capacidad antioxidante de fresas
frescas, encontrando que la combinacién resultaba efectiva para mantener la

capacidad antioxidante de los frutos.

También se ha demostrado el efecto benéfico de los aceites esenciales en
combinacion con quitosano para reducir la pérdida de contenido nutrimental. Xing y
col (2011) formularon recubrimientos comestibles a base de quitosano y aceite
esencial de canela y los aplicaron en pimiento morrén encontrando buenos
resultados sobre la retencion de vitamina C. Del mismo modo, Ali y col (2015)
recubrieron pimientos con quitosano y aceite de té de limén para inhibir antracnosis,
observando que el uso combinado de estos compuestos retrasaba la incidencia de

esta enfermedad y mantenia la calidad poscosecha del fruto.
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Por otra parte, la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales ha sido
ampliamente reportada en la literatura, al igual que la actividad antifangica y
antibacteriana del quitosano; sin embargo, muy pocos estudios reportan el efecto
antifingico de la combinaciéon de estos dos compuestos. Por esta razon, esta
investigacion tiene como principal objetivo evaluar la actividad antifUngica de un
recubrimiento elaborado a base de quitosano y aceite esencial para inhibir el
desarrollo del hongo Colletotrichum gloeosporioides que ocasiona la enfermedad de

antracnosis en frutos de papaya durante su almacenamiento comercial.
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IV. JUSTIFICACION

La papaya es un fruto tropical que tiene gran aceptacién gracias a su sabor
placentero y gran contenido nutrimental. México se encuentra dentro de los
principales productores a nivel mundial, ocupando el quinto lugar de producciéon y el
primer lugar como exportador, por lo cual, es de vital importancia mantener su
calidad y disminuir las pérdidas durante su manejo poscosecha. La principal causa
de pérdidas poscosecha de la papaya es la antracnosis, enfermedad causada por el
hongo Colletotrichum gloeosporioides. Actualmente los principales métodos usados
para controlar el desarrollo de hongos en frutos se basan en la aplicacion de
fungicidas quimicos; sin embargo, su uso excesivo puede inducir resistencia en
ciertos microorganismos y provocar dafios en la salud del consumidor y el medio
ambiente. Una de las alternativas es la utilizacion de recubrimientos naturales tales
como el quitosano y los aceites esenciales, a los cuales se les atribuyen propiedades
antimicrobianas y no representan un riesgo a la salud por ser de origen natural,
ademas de tener la capacidad de mezclarse con otros compuestos y formar
recubrimientos que permitan mantener la calidad del fruto por mas tiempo. Sin
embargo, pocos son los estudios que evaluan el efecto combinado del quitosano con
aceites esenciales con el fin de encontrar un efecto sinérgico en el control de

patégenos en papaya.

Por esta razon, resulta interesante evaluar el efecto de la aplicacion de un
recubrimiento elaborado a base de quitosano solo y en combinacion con un aceite

esencial, seleccionado de 5 diferentes (albahaca, canela, clavo, menta y té de limon)
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para inhibir el desarrollo de la antracnosis y conocer el efecto en la calidad

poscosecha de frutos de papaya.
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V. HIPOTESIS

La aplicacion de un recubrimiento elaborado con quitosano y aceite esencial de
menta inhibe el desarrollo de antracnosis ocasionado por el hongo Colletotrichum
gloeosporioides en frutos de papaya y mantiene su calidad poscosecha durante el

almacenamiento.

40



VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion de un recubrimiento de quitosano combinado
con aceite esencial de menta para inhibir el desarrollo de antracnosis y su
capacidad para mantener la calidad poscosecha en frutos de papaya durante su

almacenamiento.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar in vitro e in vivo la efectividad de 5 aceites esenciales (albahaca,
canela, clavo, menta y té de limén) para retardar el desarrollo del hongo
Colletotrichum gloeosporioides.

2. Evaluar el efecto de la aplicacion de un recubrimiento de quitosano al 1%
combinado con aceite esencial mas efectivo sobre el desarrollo in vitro
(germinacién de conidios y crecimiento radial) e in vivo (incidencia y severidad
de antracnosis en papaya) del hongo Colletotrichum gloeosporioides.

3. Determinar el efecto de la aplicacion de un recubrimiento de quitosano
combinado con un aceite esencial sobre los parametros de calidad
poscosecha (pérdida de peso, firmeza, color externo, sélidos solubles totales)
durante el almacenamiento de frutos de papaya inoculados con Colletotrichum
gloeosporioides.

4. Analizar el efecto de la aplicacion de un recubrimiento de quitosano
combinado con un aceite esencial sobre la actividad antioxidante (ABTS,
DPPH), fendlicos totales y vitamina C en frutos de papaya inoculados con
Colletotrichum gloeosporioides.
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5. Analizar la microestructura (microscopia electronica de barrido) del area

infectada en frutos de papaya recubiertos con el mejor tratamiento.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
A. ETAPA1
1. Materiales

a. Aislamiento e identificacion del hongo

El aislamiento de Colletotrichum gloeosporioides se realiz6 a partir de un fruto de
papaya cultivar Maradol con sintomas de antracnosis. Para aislar el patdégeno se
tomé parte del tejido infectado y se colocé en el centro de placas de Petri que
contenian agar papa dextrosa (PDA, MCD LAB, Tlalnepantla, Edo. de México,
México) y se incubd a 25°C+2°C. Una vez observado el crecimiento micelial en las
placas, el hongo se volvié a aislar en PDA fresco para obtener cultivos puros. Los
aislados fueron identificados con base en sus caracteristicas morfolégicas y
culturales por tinciones con azul de lactofenol y observados en un microscopio optico
(Axiophot photomicroscope Carl Zeiss, Germany) con objetivos 10 y 40X. La
identidad del hongo se confirmé mediante técnicas moleculares utilizando los

espaciadores transcritos internos ITS1-ITS2 (Ayon-Reyna y col 2017).

b. Aceites esenciales y quitosano

Se utilizaron 5 aceites esenciales: aceite de hoja de canela (AEC) (Cinnamomum
zeylanicum), clavo rectificado (AECI) (Syzygium aromaticum), menta (AEM) (Mentha
piperita L.) (Aceites y Esencias, S.A, Ciudad de México, México), y aceites
esenciales de albahaca (AEA) (Ocimum basilicum) y té de limon (AEL)(Cymbopogon
citratus)(Sigma Aldrich, St Luis, MO, EU). Se utiliz6 quitosano en polvo de grado

alimenticio, adquirido en Agrinos, S.A., Sonora, México.
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2. Métodos

a. Preparacion del in6culo

Las esporas de Colletotrichum gloeosporioides se obtuvieron de un cultivo de dos
semanas Yy fueron suspendidas en agua destilada estéril. La suspension conidial se
ajustd a una concentracion de 1 x 108 conidios/mL con una camara de Neubauer y se
afadio Tween-80 al 0.5% para evitar la aglomeracion de esporas (Ayon-Reyna y col

2017).

b. Ensayos preliminares in vitro e in vivo para la deteccion del aceite

esencial y la concentracion con mayor actividad antifiUngica

Se realizaron ensayos preliminares in vitro (crecimiento micelial) para la seleccion
de la concentracion minima inhibitoria (CMI) (Xing y col 2010) para cada aceite, con
la cual se obtuviera el 100% de inhibicion contra el hongo Colletotrichum
gloeosporioides. Una vez seleccionada la CMI de cada aceite, se realizaron ensayos
in vivo (severidad de antracnosis) para seleccionar el aceite (con su respectiva
concentracion seleccionada en el ensayo in vitro) que presentd la mayor actividad

antifungica.

1) Crecimiento micelial del hongo

Se realiz6 un ensayo de inhibicién in vitro de crecimiento micelial para los 5
aceites esenciales, utilizando la técnica de "pociébn venenosa" con algunas
modificaciones (Aloui y col 2014). Se afiadié Tween-80 (Sigma Aldrich, Saint Louis,

MO, USA) en el medio PDA a una concentracion final de 1% (v/v) para aumentar la
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solubilidad en aceite, antes de ser esterilizado a 121°C por 15 minutos. A
continuacion, se adicionaron asépticamente los aceites esenciales al medio de PDA
fundido estéril (45°C aproximadamente) hasta obtener diferentes concentraciones
para cada uno de ellos (segun la literatura), las cuales fueron para albahaca 0.2,
0.25, 0.3, 0.35, 0.45 y 0.55% (Marandi y col 2011; Idris y col 2015) , canela y clavo
0.05, 0.075, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.25% (Ranasinghe y col 2002,2005; Idris y col 2015;
Mohammadi y col 2015), menta 0.125, 0.15, 0.175, 0.2, 0.25 y 0.375% (Dantas y col
2016; Rima y col 2017) y té de limén 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.2 y 0.3% (Palhano y

col 2004; Duamkhanmanee 2008; Magbool y col 2011).

Los medios resultantes se vertieron inmediatamente en placas de Petri (9 cm de
diametro). Las placas se solidificaron a temperatura ambiente durante 30 minutos
antes de la inoculacion puntual con 1 pyL de una suspension de esporas de
Colletotrichum gloeosporioides a una concentracién de 1 X 10° conidios/mL. Las
placas de Petri inoculadas fueron incubadas a 25°C durante 7 dias, hasta el
momento en el cual el crecimiento del control alcanzo el borde de la placa. Placas
conteniendo PDA con Tween-80 al 1% (v/v) y sin aceite esencial se utilizaron como

control de crecimiento positivo.

Para cada concentracion de aceite, se realizaron 3 réplicas y 6 repeticiones. Se
midié la fungitoxicidad de los aceites esenciales en términos del porcentaje de

inhibicion del crecimiento micelial, calculado mediante la siguiente formula:

C—rT
delnhibicior del crecimiento radial micelial = 0 X100

45



Dénde:

C= es la medida del crecimiento radial del hongo en el control.

T= es el crecimiento radial del hongo en presencia de cada aceite esencial.

La CMI para cada uno de los aceites esenciales se define como la menor

concentracion que presenta el 100% de inhibicién.

2) Obtencién y preparacion de los frutos

Los frutos de papaya se obtuvieron del mercado de la localidad en estado de
desarrollo 4 (piel ligeramente naranja con rayas verdes y pulpa completamente
naranja) y con ausencia de dafos fisicos. Posteriormente se trasladaron al
Laboratorio de Fisiologia y Tecnologia Poscosecha de la Universidad Autonoma de
Sinaloa, donde se lavaron y se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de
sodio al 1% por 5 minutos y posteriormente se enjuagaron con agua destilada esteéril.
Una vez desinfectados se inocularon mediante inmersion en una suspension de
esporas de Colletotrichum gloeosporioides (1 x 108 conidios/mL) por 5 minutos
(Ayon-Reyna y col 2017). Una vez inoculados, los frutos se dividieron en 6 lotes los
cuales fueron elegidos al azar para la aplicacion de los siguientes tratamientos, T1.:
Control (agua destilada); T2: AEA (0.35%); T3: AEC (0.15%); T4: AECI (0.15%); T5:

AEM (0.2%); T6: AEL (0.05%).

Los frutos se sumergieron en sus respectivas dispersiones a temperatura
ambiente por un periodo de 3 minutos, se colocaron sobre papel estraza a

temperatura ambiente para retirar el exceso de humedad y después se almacenaron
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a 12°C por un periodo de 20 dias, con retiros cada 0, 5, 10, 15 y 20 dias para su
posterior analisis. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y cada tratamiento

incluyé 12 frutos.

3) Severidad

La severidad de la enfermedad se evalu6 de manera visual (Ayon-Reyna y col
2017) en intervalos de 5 dias, usando una escala del 1 al 5, donde 1 representa que
no hay sintomas de antracnosis en el fruto. Una puntuacion de 2 representa que
hasta un cuarto (1-25%) de la superficie del fruto presentaba sintomas. Se registro
una calificacion de 3 cuando 26-50% de la superficie de la fruta estaba infectada con
antracnosis. Si el 51-75% de la superficie de la fruta mostraba sintomas de
antracnosis, se calificé con una puntuacién de 4. Si los sintomas de antracnosis
aparecieron en mas del 76% de la superficie del fruto, se calificé con una puntuacion

de 5.

B. ETAPA 2

1. Materiales

a. Obtencién de los frutos

Los frutos de papaya fueron obtenidos del mercado de la localidad bajo los
mismos criterios que se utilizaron para los ensayos preliminares, ademas de

seleccionarse y desinfectarse de la misma forma.

2. Métodos

a. Preparacion de las dispersiones formadoras de los recubrimientos
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Se preparé una solucién para el recubrimiento a base de quitosano solamente,
siguiendo la técnica de Aloui y col (2014) con algunas modificaciones, disolviendo
quitosano (Q) (1%, p/v) en una solucién acuosa de acido acético glacial (1%, v/v) a
40°C durante 12 horas (Kyu y col 2007; Perdones y col 2012; Ali y col 2015a). Para
preparar la emulsion compuesta soélo por el aceite esencial seleccionado se utilizo la
metodologia de Sandoval (2015), para la cual se tomo la cantidad necesaria de
aceite para obtener la concentracion deseada, disolviéndose en agua destilada a
35°C mediante agitacion por 5 minutos, utilizando un Ultra-turrax (Dispersador T18
basic ultra-turrax, IKA, UK) a una velocidad de 13,500 rpm. Para la dispersion
formadora del recubrimiento obtenido de la combinacion del quitosano con el aceite
esencial se siguidé la metodologia propuesta por Ali y col (2015a), en donde se
suspendio la cantidad necesaria del aceite esencial seleccionado hasta obtener la
concentracion deseada en la solucidon de quitosano previamente formada, antes de
ser homogeneizadas a 13,500 rpm durante 4 minutos. Todas las soluciones se
ajustaron a un pH de 5.6 afiadiendo NaOH (1 M). Durante estas preparaciones se
utilizé como emulsificante Tween-80 al 1% para estabilizar la dispersién por lo menos

24 horas y mejorar la permeabilidad al vapor de agua y sus propiedades mecanicas.

b. Aplicacién de los tratamientos

Los frutos de papaya previamente desinfectados fueron inoculados mediante
inmersién en una suspensién de esporas de Colletotrichum gloeosporioides (1 x 108
conidios/mL) por 5 minutos (Ayon-Reyna y col 2017). Una vez inoculados, los frutos

se dividieron al azar en 4 lotes para la aplicacion de los siguientes tratamientos: T1:
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Control (agua destilada); T2: Q (1%); T3: AES (aceite esencial seleccionado); T4: Q

(1%) + AES.

Los frutos fueron sumergidos en sus respectivas dispersiones por un periodo de 5
min (Xing y col 2011) y se colocaron sobre papel estraza a temperatura ambiente
para retirar el exceso de humedad y posteriormente ser almacenados a 12°C por un
periodo de 20 dias, con retiros cada 0, 5, 10, 15 y 20 dias para su posterior analisis.

Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y cada tratamiento incluy6 12 frutos.

c. Actividad antifungica in vitro de los tratamientos

La actividad antifingica de los tratamientos se evaludé in vitro utilizando la
metodologia de crecimiento micelial descrita anteriormente y la metodologia de

germinacion de conidios reportada por Aloui y col (2014) con algunas modificaciones.

1) Germinacion de conidios

Para la inhibicibn de la germinacion conidial se pipetearon 100 pL de la
suspension conidial (1 X 10° conidios/mL) en las cajas con PDA (control) y PDA
adicionadas con el aceite esencial seleccionado Q, AES y Q+AES, se esparcio con
un asa estéril, posteriormente las cajas se incubaron a 25°C durante 6 h. La
germinacion de los conidios se examindé bajo un microscopio Optico con una
ampliacion de 40x (Microscopio fotoeléctrico Axiophot Carl Zeiss, Alemania). Se
examinaron cien conidios y la germinacion se establecié6 mediante el desarrollo de
tubos germinativos. Un conidio se consider6 germinado cuando la longitud del tubo

germinativo se igualé o excedio la mitad de la longitud del conidio. Los resultados
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fueron expresados como porcentaje de inhibicion de la germinacion de acuerdo con

la férmula descrita por Ong y col (2013).
bplnhibicion de la germinucitn=1— E;{ll}ﬂ

Donde:
Gr= Numero de esporas germinadas en el tratamiento
Gc= Numero de esporas germinadas en el control

2) Efecto fungistatico / fungicida

El efecto fungistatico o fungicida de los tratamientos se llevd a cabo segun lo
reportado por Bill y col (2014). Discos de agar de las cajas utilizadas en el ensayo de
crecimiento radial micelial que no mostraron crecimiento del hongo, fueron
transferidos a cajas con PDA fresco durante 7 dias a 25°C, para observar cualquier
recuperacion de crecimiento. Se determind el efecto fungistatico si se observé
crecimiento después del periodo de incubacion y efecto fungicida si no se observé

crecimiento.

d. Actividad antifungica in vivo de los tratamientos

1) Incidencia

Incidencia de la enfermedad se evalu6 de acuerdo con la metodologia de Ayon-
Reyna y col (2017), la cual se basa en la aparicién de los sintomas de antracnosis en
la superficie de los frutos. Se evalu6 el efecto de los 4 tratamientos desde el primer
dia que se presentaron los sintomas de la enfermedad en el fruto. Los resultados se
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expresaron como el nimero de frutas que mostraron sintomas de antracnosis del

total de frutas en cada tratamiento.
2) Severidad

La severidad de los tratamientos se realizé de la misma manera que los ensayos

preliminares, realizados en la etapa 1.

e. Anadlisis de calidad

1) Pérdida de peso

La pérdida de peso se determin6é de acuerdo con la metodologia reportada por
Henriquez y col (2005). Se pesaron 12 frutos de cada tratamiento durante todo el
almacenamiento. Se registro el peso de los frutos cada 2 dias con el empleo de una
balanza Sartorius modelo TE 4101 (Goettingen, Alemania). Los valores se
expresaron como porcentaje de pérdida de peso en relacion con el peso inicial del

mismo, segun la siguiente ecuacion:

esu final — pesw inicial
e s * 100

L pérdidade pesu=
pRreEaTe m pesu tinal

2) Firmeza

La medicion de la firmeza se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado por
Marangoni y col (1995), con algunas modificaciones. Para realizar este
procedimiento se tomaron cortes de igual tamafio de la regidon ecuatorial de cada
fruto, obteniéndose un total de 9 mediciones por fruto. Se utilizé un penetrémetro

chatillon DFE 100 (DFE AMETEK, Florida, E.U.) con una punta plana de 11 mm de
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diametro a una velocidad de penetracion constante (50 mm/min — 5 mm de

penetracion).

3) Color externo

El color en cascara se evaluod utilizando un colorimetro Minolta CR 200 (Minolta
Chromameter, Japdn) y se registraron los parametros de luminosidad (L*) y angulo
de matiz (H®), en tres puntos ecuatoriales equidistantes de cada fruto, se midieron los

dias 0, 5, 10, 15 y 20 durante el periodo de almacenamiento a 12°C.

4) Sélidos solubles totales

Se determind el contenido de soélidos solubles totales de acuerdo con el método
oficial 22.014 de la (AOAC, 2012) utilizando un refractometro manual (Atago Fisher
Scientific, GA, USA). La evaluacion se realiz6 colocando una gota de jugo de cada
muestra directamente sobre el refractdmetro. El contenido de solidos solubles totales

(SST) se reporté como porcentaje de azucar (° Brix).

f. Capacidad antioxidante

1) Ensayo ABTS

El método de ABTS se fundamenta en la capacidad de un antioxidante para
estabilizar el radical cation coloreado ABTS**, el cual es formado previamente por la
oxidacion del ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico)) por
metamioglobina y peréxido de hidrogeno. Ademas, tiene la ventaja que el ion ABTS
es soluble tanto en medio acuoso como organico y permite la evaluaciéon de

antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (Londofio 2012). Este método se llevé a cabo
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segun lo reportado por Lopez-Angulo y col (2014) con algunas modificaciones. El
radical ABTS se gener6é mezclando 5 mL de la solucion ABTS (7mM en agua) y 88
uL de persulfato de potasio (140 mM). La mezcla se mantuvo en reposo de 12-16
horas a temperatura ambiente protegida de la luz. Una vez formada la solucion del
radical ABTS se diluyé con una solucién buffer de fosfatos (pH 7.4) hasta obtener un
valor de absorbancia de 0.70 (x 0.02) a 734 nm. El ensayo se llevo a cabo en tubos
de vidrio mezclando 0.1 mL del extracto metandlico (previamente descrito) con 2 mL
de la solucion del radical, la mezcla se dejo en reposo por 30 minutos a 27°C en
oscuridad y se midio la absorbancia a 734 nm (UNICO SQ-2800 UV/VIS, Dayton, NJ,
EUA). Una curva de calibracion de Trolox se preparo en el rango de 0-225 pg/mL y la
actividad antioxidante fue expresada en pumol equivalente de Trolox sobre 100 g de

fruto fresco.

2) Ensayo DPPH

Este ensayo se fundamenta en la medicion de la capacidad de un antioxidante
para estabilizar al radical DPPH®. La reaccion de estabilizacién ocurre principalmente
mediante un mecanismo de transferencia de electrones con un aporte minimo de
transferencia de atomos de hidrégeno (Londofio 2012). Se llevé a cabo segun lo
reportado por Lopez-Angulo y col (2014) con algunas modificaciones. Se tomaron
180 pL de una solucién de DPPH 150 mM en metanol y se mezclaron con 20 uL del
extracto metandlico en una microplaca de 96 pozos, posteriormente se dejo reposar
la mezcla por 30 min (27°C/en oscuridad) y se leyo la absorbancia a 525 nm en un
lector de microplaca (Thermo Scientific Multiskan, Go, USA). Una curva de
calibracion de Trolox fue preparada en el rango de 0-225 pg/mL y la actividad
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antioxidante fue expresada en pumol equivalente de Trolox sobre 100 gramos de fruto

fresco.

g. Andlisis nutricional y compuestos bioactivos

1) Vitamina C

El contenido de acido ascorbico se determiné utilizando el método descrito por
Durist y col (1997) con algunas modificaciones. Esta técnica se basa en una
reaccion de oOxido-reduccion donde el acido ascorbico presente en la muestra
reacciona con un tinte conocido como 2,6-diclorofenolindofenol (DCPI); en donde el
acido ascorbico es oxidado a acido dehidroascorbico y el DCPI es reducido ganando
los dos atomos de hidrogeno que pierde cada molécula de acido ascorbico. Cuando
el DCPI se reduce cambia de color azul fuerte a rosa y este cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente.

La vitamina se extrajo homogenizando 0.5 g de tejido fresco con 15 mL de una
solucion de acido oxalico (0.4%, p/v) y posteriormente se hizo reaccionar con el DCPI
(0.0012%, p/v). Para obtener la lectura se emple6 un espectrofotometro (Spectronic
21D, Milton Roy, México, D.F.) a una longitud de onda de 520 nm.

Para la determinacion de vitamina C se obtuvieron dos valores de absorbancia
llamados L1 y L2, siendo Li la absorbancia de todo el DCPI y L2 la absorbancia del
remanente de DCPI después de reaccionar con el acido ascorbico. Para obtener el
valor L1 primeramente el equipo se ajustd a cero utilizando agua desionizada y se
registro la absorbancia obtenida para una mezcla de 1 mL de la solucion de acido
oxalico, 1 mL de solucién de buffer de acetato de sodio y 8 mL de la solucion de

DCPI después de 15 segundos. Posteriormente, el instrumento se ajusté de nuevo a
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cero con una mezcla de 1 mL del extracto vitaminico, 1 mL de la solucion buffer de
acetato y 8 mL de agua desionizada. Inmediatamente después, la absorbancia de la
mezcla de 1 mL de solucion estandar de acido ascorbico, 1 mL de buffer de acetato y
8 mL de DCPI se registr6 como Lz2. Los valores de L2 se registraron para cada
muestra y por diferencia con Li se obtuvieron las concentraciones de vitamina C
utilizando una curva estandar de acido ascorbico. Se realizé por triplicado y los

resultados se expresaron en mg acido ascoérbico/100 g de fruto fresco.

2) Fendlicos totales

Los fendlicos totales fueron cuantificados por el método de Folin-Ciocalteau (FC)
descrito por Mora-Rochin y col (2010) con algunas modificaciones. Se pesaron 5 g
de muestra y se homogenizaron con 10 mL de metanol (100%), la mezcla se molié
en un Ultra-turrax (IKA T18 basic) por 1 minuto, se sonico por 30 min, se filtré y se
recuperd el sobrenadante, el residuo se extrajo de nuevo bajo las mismas
condiciones, los sobrenadantes se mezclaron y se aforaron a 50 mL con agua
desionizada; se tomaron 10 pL de esta solucion, se le afiadio 0.1 mL de reactivo de
Folin Ciocalteau y la mezcla se dej6 reposar de 1-8 min. A la mezcla se le afiadio una
solucion de carbonato de sodio saturada y se mantuvo por 30 min a 40°C en bafio
maria. La absorbancia se evalué a 765 nm en un espectrofotometro (UNICO, 2800
UV/VIS). La cuantificacidon se realizé utilizando una curva estandar de acido gélico y

los resultados se reportaron como mg de acido galico/100 gramos de fruto fresco.

h. Desarrollo de la enfermedad

1) Microscopia electrénica de barrido (MEB)
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Se realiz6 la evaluacion de los cambios microestructurales y proceso de infeccion
de antracnosis en el tejido de la papaya siguiendo la metodologia de Cardenas-Pérez
y col (2017) utilizando un microscopio electrénico de barrido ambiental (Zeiss, Evo
LS10, Alemania). Se seleccionaron cubos de aproximadamente 1 cm?® ubicados a
aproximadamente en el centro de la papaya, cortandolas con un bisturi. Las
evaluaciones se llevaron a cabo a los 0, 1 y 10 dias. Los cubos se montaron sobre
cinta conductora de carbono de doble cara y se observaron directamente bajo el
microscopio electronico en modo ambiental a 20 Pa de vapor de agua y 20 kV. Se
utilizé un detector de electrones retrodispersados (NTS BSD). Las imagenes se

capturaron a 100, 200, 300, 500, 1 000, 2 000 X y se almacenaron en formato TIFF.

i. Analisis estadistico

El disefio experimental se realiz6 con dos factores: tiempo de almacenamiento
con 5 niveles (0, 5, 10, 15 y 20 dias) y tipo de tratamiento con 4 niveles (Control,
Quitosano, Aceite Esencial y Quitosano + Aceite Esencial). Se realiz6 un disefio
experimental completamente al azar con 3 réplicas y 3 repeticiones en cada réplica
considerando 60 frutos por réplica. Estos datos se analizaron a través de andlisis de
varianza usando Statgraphics Plus 5.1 y las medias se compararon utilizando la
prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (p<0.05). Las medias con
el correspondiente LSD para cada nivel se representaron usando el programa

SigmaPlot 12.0.
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VIIl.  RESULTADOS

A. ETAPA1

1. Identificacion del hongo Colletotrichum gloeosporioides

Las esporas del hongo tefiidas con azul de lactofenol y visualizadas en un
microscopio Optico para conocer sus caracteristicas morfolégicas presentaron forma
cilindrica y un tamafio de aproximadamente 7-13 um de largo (Figura 7). Estos
resultados se asemejan a lo reportado por Than y col (2008). Estos autores
observaron que los conidios de Colletotrichum gloeosporioides aislados de chiles y
mangos procedentes de Tailandia presentaron forma cilindrica con un largo de 13.5
gm. También, Rodriguez-Lopez y col (2009) reportaron que los conidios de
Colletotrichum gloeosporioides en aguacate eran de forma cilindrica y variaban en

tamafo con medidas que oscilaban desde los 9 a los 24 um de largo.

Los analisis para la identificacion molecular del hongo mostraron que la secuencia
de nucledtidos obtenida presentd un 99% de similitud con la reportada en la base de
datos del banco mundial de genes (GenBank) para Colletotrichum gloeosporioides,

encontrando similitud con 540 pb de un total de 548 pb (Figura 8).

Una vez que se comprobo la identidad del hongo, se procedio a re-aislarlo en

PDA fresco y se conservé a 25 °C para su posterior uso.
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Figura 7. Esporas de Colletotrichum gloeosporioides aisladas de papayas infectadas

con antracnosis y tefiidas con azul de lactofenol. Tomadas en un microscopio éptico

a una magnificacion de 40x.
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Figura 8. Comparacion de la secuencia del espaciador transcrito interno 2 del DNA

del hongo aislado y la secuencia de Colletotrichum gloeosporioides (numero de

accesion KP900277.1) depositada en la base de datos del Banco Mundial de Genes.
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2. Seleccidén del mejor aceite esencial y su concentracién minima inhibitoria
(CMI)

a. Crecimiento micelial

Los resultados mostraron que el poder de cada aceite para inhibir el desarrollo del
hongo es dependiente de la concentracion, es decir, que al aumentar la
concentracion de aceite aumenta el porcentaje de inhibicion, hasta llegar a su CMI
(Tzortzakis y Economakis, 2007; Abdolahi y col 2010a). Para el AEA se probaron
concentraciones de 0.2-0.55%, encontrandose un 100% de inhibicion a
concentraciones iguales o mayores a 0.35%, por lo que se selecciond 0.35% como la
CMI por ser la concentracion menor con 100% de inhibicion (Figura 9A). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Idris y col (2015), quienes utilizaron
aceite esencial de albahaca en diferentes concentraciones para inhibir el crecimiento
de Colletotrichum musae, observando que conforme aumentaba la concentracion del
aceite de igual manera aumentaba el porcentaje de inhibicion, encontrando ausencia

de crecimiento radial a una concentracion de 0.15%.

En el caso de los AEC y AECL se obtuvo una CMI de 0.15%. Ambos aceites
tuvieron un comportamiento similar, las tres concentraciones menores fueron
estadisticamente diferentes entre si y a partir de 0.15% el porcentaje de inhibicion
fue de 100% (Figuras 9B y 9C). Algunos autores coinciden con las CMI encontradas

para estos aceites, observando alta inhibicién in vitro del crecimiento de algunos
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Figura 9. Inhibicién del crecimiento radial micelial AEL(A), AEM (B), AEA (C), AEC
(D) y AECL (E) contra Colletotrichum gloeosporioides. Las barras verticales indican la

desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con a=0.05.
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hongos como Phytophthora drechsleri, Penicillium citrinum, Rhizopus nigricans y
Aspergillus flavus. Ellos mencionan que puede deberse a la actividad antimicrobiana
de los componentes principales de estos aceites como el eugenol, cinamaldehido,
carvacrol, entre otros; ya que se cree que pueden inactivar enzimas esenciales,
reaccionar con la membrana celular o alterar la funcionalidad del material genético
del hongo, ya que contienen un ndcleo aromatico y un grupo fendlico -OH que se
sabe que son reactivos y pueden formar enlaces de hidrégeno con los grupos
sulfhidrilo —SH, dando como resultado la desactivacién de enzimas en hongos (Farag
y col 1989; Velluti y col 2003; Xing y col 2012; Aguilar-Gonzalez y col 2015;
Mohammadi y col 2016). Ademas, se cree que estos compuestos desintegran la
membrana externa de las bacterias, liberando lipopolisacaridos e incrementando la
permeabilidad de la membrana citoplasmaética al ATP (Hosseini y col 2009; Xing y col

2012; Peng y Li 2014).

En el caso del AEM, 0.2% fue la concentracibn minima en la cual se obtuvo un
100% de inhibicion del crecimiento micelial. Aunque como se puede apreciar en la
Figura 9D, la concentracion de 0.175%, no fue significativamente diferente a las tres
concentraciones mayores. Sin embargo, las dos concentraciones menores
presentaron diferencias estadisticas, aunque con porcentajes altos de inhibicién. La
CMI obtenida en esta investigaciéon concuerda con lo reportado por Moreira y col

(2012) y por Freire y col (2012).

En el caso del AEL, la CMI fue de 0.05%, siendo estadisticamente diferente a
0.025% (Figura 9E). La CMI del AEL concuerda con la encontrada por Tzortzakis y

Economakis (2007), quienes observaron que el crecimiento radial de varios hongos
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fitopatdogenos (Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum,
Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger) se inhibia completamente a una concentracion
de 0.05%. Se piensa que la actividad antimicrobiana y conservadora del aceite de té
de limon se debe a sus componentes fitoquimicos como alcaloides y taninos

(Magbool y col 2011).

b. Severidad

Los resultados de severidad visual se muestran en la Figura 10. No se
presentaron sintomas de antracnosis en ninguno de los tratamientos durante los
primeros 5 dias; sin embargo, para el dia 10 se aprecidé un incremento significativo en
todos los tratamientos. Los aceites de albahaca, menta y té de limon no mostraron
diferencia significativa con respecto al control, mientras que los aceites de canela y
clavo presentaron mayor severidad con respecto a los demas, incluso por arriba del
control; es decir, tuvieron un efecto estimulante. Al final del almacenamiento, el
aceite esencial de menta fue el tratamiento que presenté la menor severidad,
obteniendo diferencia significativa con respecto al resto de los tratamientos, los

cuales no mostraron diferencias significativas entre si.

Bosquez-Molina y col (2010) evaluaron el efecto de aceites esenciales de
tomillo y limén mexicano en concentraciones de 0.10, 0.12 y 0.14% contra
Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus stolonifer en frutos de papaya,
observando mayor severidad de antracnosis en frutos tratados con las

concentraciones mas altas, incluso mayores que el control.
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Figura 10. Severidad de antracnosis en papaya durante el almacenamiento a 12°C.
La fruta fue inoculada con Colletotrichum gloeosporioides y tratada con 5 aceites
esenciales antes del almacenamiento. Letras diferentes en el mismo dia indican

diferencia significativa con a=0.05.
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Ellos mencionaron que este resultado puede deberse a un efecto fitotoxico de los
aceites esenciales en el tejido del fruto, cambiando la capacidad del tejido de la

epidermis para detener la germinacion del hongo.

Los resultados de los experimentos in vitro, mostraron mayor inhibicién del
crecimiento micelial que los ensayos in vivo; sin embargo, se sabe que se necesitan
altas concentraciones de aceite cuando se aplican en frutos, debido a las
interacciones existentes entre los compuestos fendlicos y la matriz del fruto, ademas
de ser rico en nutrientes que proporcionan un ambiente excelente para el crecimiento
del hongo, asi como su reparacion y regeneracion de componentes celulares
(Kalemba y Kunicka 2003; Feng y col 2007; Tzortzakis y Economakis 2007; Ali y col
2016). Por ello, se puede esperar que Colletotrichum gloeosporioides muestre una
menor sensibilidad a los aceites esenciales sobre la superficie de la papaya que
cuando se evalua in vitro. Abdolahi y col (2010a) atribuyen esta diferencia de
porcentaje de inhibicion en ensayos in vitro e in vivo al cambio en el sitio de accion
de los aceites esenciales, ya que el fruto al ser una matriz con una composicion
quimica muy variada, los aceites pueden alternarse entre dafiar la membrana de las
esporas o estar actuando con otro compuesto del fruto, permitiendo asi que el hongo
crezca y no se inhiba completamente. La actividad antimicrobiana de los compuestos
se encuentra en el siguiente orden: compuestos fendlicos con mayor actividad,
seguido de alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres e hidrocarburos. También se ha
propuesto que los aceites esenciales inhiben la accion de enzimas como la pectinasa
y celulasa, que producen los hongos durante el proceso de infeccion (Abdolahi y col

2010, 2010a). La capacidad de estos compuestos para impedir el crecimiento de los
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hongos depende de sus propiedades lipofilicas y de la interferencia en reacciones
enzimaticas de la membrana, las cuales son vitales para la propagacion del hongo

(Caccioni y Guizzardi 1994).

En la Figura 11 se muestran imagenes en las que se puede apreciar la severidad
de antracnosis en las papayas inoculadas con Colletotrichum gloeosporioides y
tratadas con los diferentes aceites esenciales al inicio y al final del almacenamiento a
12°C. En las mismas se observa el dafio ocasionado por el hongo con sintomas
como zonas oscuras hundidas y con micelio color blanco y color salmon. Estos
resultados son similares al estudio realizado por Tapia-Tussell y col (2008) en el que
identificaron y caracterizaron al hongo Colletotrichum gloeosporioides causante de
antracnosis en frutos de papaya, encontrando lesiones tipicas de antracnosis en
forma redonda y hundidas, con areas naranja-rosaceas, formadas por las masas de

conidios que cubren el centro de la lesién apareciendo anillos concéntricos.

B. ETAPA 2
1. Actividad antifungica in vitro de los tratamientos

a. Crecimiento micelial

En la etapa 1 se mostro que el AEM al 0.2% presentd la mayor actividad
antifungica en contra de Colletotrichum gloeosporioides en comparacion con los otros
aceites evaluados, razon por la cual se utilizé este aceite para las evaluaciones de la

etapa 2.
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Tratamiento Dia 0 Dia 20 Tratamiento Dia 0 Dia 20

AECL
Control

(0.15%)
AEA

AEM (0.2%)
(0.35%)
AEC

AEL (0.05%)
(0.15%)

Figura 11. Sintomas de antracnosis después de 20 dias de almacenamiento a 12°C
en papayas inoculadas con Colletotrichum gloeosporioides y tratadas con 5 aceites

esenciales.
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Los resultados de porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de los
tratamientos quitosano (Q), aceite esencial de menta (AEM) y Q+AEM se muestran
en la Figura 12. Los tratamientos evaluados no mostraron diferencias significativas
entre ellos ya que no presentaron crecimiento del hongo durante el periodo de
incubacion; sin embargo, el control presentd un crecimiento potencial desde las
primeras 24 horas de incubacion a 25 °C. Esto refleja la efectividad in vitro de los tres
tratamientos para obtener un 100% de inhibicion contra Colletotrichum

gloeosporioides.

El aceite esencial de menta fue evaluado a la misma concentracion que en el
presente estudio por Freire y col (2012) de manera in vitro contra varios hongos
fitopatogenos (Aspergillus flavus, glaucus y niger), encontrando un 100% de
inhibicion del crecimiento micelial. Este comportamiento puede deberse al mentol,
uno de los principales componentes del aceite esencial de menta, el cual se sabe

tiene actividad antimicrobiana.

Algunas fracciones en los aceites esenciales pueden interaccionar con la
membrana celular, provocando un aumento en su permeabilidad y la fuga de
constituyentes intracelulares vitales, asi como afectar la respiracion celular. Una vez
que el compuesto fendlico cruza la membrana celular, las interacciones con las
enzimas y proteinas de la misma causan un flujo opuesto de protones, afectando la

actividad celular.
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Figura 12. Inhibicién del crecimiento micelial de los tratamientos control, quitosano
(Q), aceite esencial de menta (AEM), y su combinacién (Q+AEM) contra
Colletotrichum gloeosporioides después de un periodo de incubacién de 7 dias a
25°C. Letras diferentes muestran diferencia significativa entre los tratamientos con

0=0.05 y LSD=0.
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Sus constituyentes quimicos son caracteristicamente hidréfobos y se acumulan
en ambientes ricos en lipidos de las estructuras de la membrana celular, causando
dafios estructurales y funcionales (Farag y col 1989; Velluti y col 2003; Abdolahi y col

2010a; Xing y col 2012).

De manera in vitro, el quitosano ha sido utilizado para combatir la proliferacion
de distintos hongos fitopatdgenos como Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum,
Rhizopus stolonifer y Colletotrichum gloeosporioides, observando alta inhibicion de
Su crecimiento en concentraciones cercanas a las usadas en el presente estudio
(Bautista-Bafios y col 2003, 2004; Hewajulige y col 2007). Se cree que dicho
polisacéarido puede provocar alteraciones morfologicas y celulares en las hifas de los

hongos, retrasando su crecimiento al afectar varios estados de su desarrollo.

Por su parte, Alvarado-Hernandez y col 2011, evaluaron el efecto antifungico
del quitosano de manera in vitro contra Rhizopus stolonifer encontrando un
porcentaje de inhibicion alto. Este estudio concuerda con lo reportado por
Mohammadi y col (2015), quienes encontraron valores altos de inhibicion in vitro
contra Phytophthora drechsleri al utilizar quitosano. También, Hewajulige y col (2007)
utilizaron un recubrimiento de quitosano al 1% para combatir el crecimiento de
Colletotrichum gloeosporioides obteniendo inhibicion total del crecimiento micelial y
de la germinacién de los conidios. Este comportamiento puede deberse a la
capacidad antifungica del quitosano al estimular la respuesta de defensa en el

huésped.
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El uso combinado del quitosano con diversos aceites esenciales ha demostrado
excelente actividad antifangica contra diversos hongos fitopatdgenos de manera in
vitro alcanzando valores altos de inhibicion (Ali y col 2014; Bill y col 2014;
Mohammadi y col 2016). Este comportamiento se atribuye al poder antifingico del
quitosano, a su naturaleza poli catidnica y a la longitud de su cadena. EI mecanismo
antifungico del quitosano implica una morfogénesis de las moléculas de quitosano
con la pared celular impidiendo el crecimiento de los hongos. Ademas, se ha
observado microscopicamente que oligdbmeros de quitosano se difunden dentro de
las hifas del hongo bloqueando la actividad enzimatica responsable de su

crecimiento (Eweis y col 2006).

Dantas-Guerra y col (2015) observaron valores superiores al 90% de inhibicién
del crecimiento micelial de 4 hongos fitopatégenos al aplicar quitosano en
combinacion con aceite esencial de Mentha piperita y Mentha villosa, mencionando
que esto pudo deberse al dafio a la membrana fungica ocasionado por el quitosano
al interaccionar sus grupos aminos positivos con los fosfolipidos de la membrana
cargados negativamente, dando como resultado un cambio en la permeabilidad de la
membrana plasméatica del hongo. También mencionaron que una vez que el
quitosano entra al citoplasma, se transloca al nucleo e interfiere con la sintesis de

ARN y proteinas.

b. Germinacién de conidios

Los resultados de inhibicion de la germinacién de los conidios se observan en la

Figura 13. Todos los tratamientos lograron inhibir el desarrollo del tubo germinativo,
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Figura 13. Inhibicibn de la germinacion de los conidios de Colletotrichum
gloeosporioides de los tratamientos control, quitosano (Q), aceite esencial de menta
(AEM), y su combinacion (Q+AEM) después de un periodo de incubacién de 6 horas
en papa dextrosa agar (PDA) a 25°C. Letras diferentes indican diferencia significativa

entre los tratamientos (a=0.05) y LSD=1.72.
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presentandose el mayor porcentaje de inhibiciéon en la combinacion Q+AEM con un
100% seguido del Q con un 98% y AEM con un 96%. Los tratamientos AEM y Q no
mostraron diferencia significativa entre ellos y a su vez, el tratamiento Q no tuvo
diferencia significativa con el tratamiento combinacion; sin embargo, los tratamientos
AEM y Q+AEM si tuvieron diferencia significativa. Todos los valores de inhibicion de
los tratamientos son altos, lo que demuestra su efectividad para retardar la
germinacion de las esporas. La efectividad de los aceites esenciales a bajas
concentraciones, tales como té de limon, clavo, menta y eucalipto, ha sido reportada
para inhibir la germinacion de esporas de algunos hongos como Colletotrichum
coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer, Aspergillus
niger (Tzortzakis y Economakis 2007), Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici
(Sharma y col 2017) y Colletotrichum gloeosporioides (Padman y Janardhana 2012),

obteniendo valores altos de inhibicion.

El porcentaje de germinacion de conidios para el tratamiento de AEM en el
presente estudio concuerda con el obtenido por Feng y col (2007), al obtener un
95.1% de inhibicién contra Alternaria alternata al aplicar aceite esencial de cassia.
Magbool y col (2010) también encontraron valores altos de inhibicion de la
germinacion de conidios de Colletotrichum musae (>85%) al aplicar aceite de canela,
atribuyendo este comportamiento a los compuestos volatiles presentes en los

aceites, los cuales pueden afectar el crecimiento del hongo antes de su volatilizacion.

La germinacién de los conidios de Colletotrichum gloeosporioides por la accion
del quitosano ha sido reportada por Ali y col (2010) quienes obtuvieron un 100% de
inhibicion de la germinacién de conidios aislados de frutos de papaya al aplicar
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quitosano al 2%, observando una deformidad en los conidios al aplicar este
compuesto. Por su parte, Barrera-Necha y col (2017), evaluaron nanoparticulas de
quitosano en combinacion con aceite de tomillo contra Colletotrichum
gloeosporioides encontrando un 100% de inhibicidbn de su germinacion, atribuyendo
este resultado al mecanismo de accion del aceite al alterar la permeabilidad de la

célula fungica.

También se ha evaluado la inhibicion de la germinacion de los conidios de
Colletotrichum gloeosporioides, musae y capsici al combinar distintos polisacaridos
como goma arabica con diferentes aceites esenciales como canela y té de limon
encontrando valores altos de inhibicion (Magbool y col 2011; Ali y col 2014), lo que
sugiere que combinando este tipo de compuestos actuarian como una barrera que

limita la penetracion del tubo germinativo del hongo.

c. Efecto fungistético / fungicida

Todos los tratamientos mostraron efecto fungicida contra el desarrollo de
Colletotrichum gloeosporioides, una vez que se resembraron en placas con PDA
fresco por un periodo de incubacion de 7 dias a 25°C. Durante este periodo, no se
observé crecimiento en las placas, lo cual demuestra que los tratamientos ejercen un
efecto fungicida y no permiten el desarrollo del hongo aun cuando se le proporcionen
las condiciones y los nutrientes necesarios. Por su parte, el tratamiento control
mostré crecimiento normal del hongo desde las primeras 24 horas de incubacion

(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Efecto fungistatico / fungicida in vitro de los tratamientos control,
quitosano (Q), aceite esencial de menta (AEM) y su combinacion (Q+AEM) contra
Colletotrichum gloeosporioides después de un periodo de incubacion de 7 dias a

25°C.

Crecimiento radial de C.
Tratamiento
gloeosporioides (cm)

Control 7.232
Quitosano (1%) Qb*
AEM (0.2%) Qb=
Quitosano + AEM Qb

Letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas entre los

tratamientos (0=0.05), LSD=0; *Efecto fungicida, *Efecto fungistatico.
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En la literatura se reporta el efecto fungicida de algunos aceites esenciales como
tomillo y limon mexicano contra algunos hongos fitopatdgenos, entre ellos
Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus stolonifer, usados en concentraciones
bajas (Caccioni y col 1994; Bosquez-Molina y col 2010). Sharma y col (2017)
aplicaron aceite de clavo, menta y té de limon en concentraciones bajas para inhibir
el desarrollo de F. oxysporum f. sp. lycopersici 1322, observando un comportamiento
fungicida que atribuyeron a la naturaleza lipofilica de los aceites, lo que facilitd la
penetracion de la bicapa lipidica fungica, causando su alteracion. También este
efecto ha sido observado al combinar ciertos polisacaridos con aceites esenciales,
como en el estudio realizado por Bill y col (2014) cuando formularon diferentes
recubrimientos comestibles combinando aceite de tomillo con quitosano, aloe vera y
goma arabica para combatir al hongo Colletotrichum gloeosporioides, observando
actividad fungicida en los tratamientos combinados de aceite de tomillo con aloe vera
y quitosano, explicando que al incorporar el aceite esencial con quitosano inducia la
actividad de enzimas como la quitinasa y (-1,3-glucanasa, las cuales juegan un
papel importante en el mecanismo de defensa de las plantas contra patdgenos al
facilitar las reacciones bioquimicas implicadas en la hidrdlisis de polimeros de la

pared celular de los hongos.

Barreto y col (2016) utilizaron quitosano en combinacion con aceite esencial de
orégano para inhibir el crecimiento de Rhizopus stolonifer y Aspergillus niger,
observando un efecto fungicida durante su periodo de incubacion; ademas, se inhibid

la germinacién de esporas y la esporulacion de estos hongos.
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2. Actividad antifungica in vivo de los tratamientos

a. Incidencia de antracnosis

En la Figura 14 se muestran los resultados de incidencia de la enfermedad en los
frutos de papaya. Durante los primeros 4 dias de almacenamiento no se observaron
sintomas de antracnosis en los tratamientos, fue hasta el dia 8 donde se apreciaron
algunos sintomas en los frutos control (sin tratar), mientras que en los frutos tratados

no hubo tales, teniendo ese dia diferencia estadistica con respecto al control.

El dia 12 de evaluacién se visualizaron los primeros sintomas de antracnosis en
los frutos recubiertos con Q y Q+AEM, presentando el 50% de sus frutos la
enfermedad. Para el caso de los tratamientos control y AEM, todos los frutos (100%)

presentaron la enfermedad.

Al dia 16 el 100% de los frutos en los tratamientos control, AEM y Q+AEM
presentaron la enfermedad, teniendo diferencia estadistica con los frutos recubiertos
con Q, que mantuvo sin cambios sus valores de incidencia durante dos evaluaciones
mas (dias 12 y 16), con solo el 50% de sus frutos con sintomas de antracnosis. Esto
indica que la aplicacion de quitosano sobre la superficie de las papayas le otorgo una

resistencia adicional contra el hongo por hasta 4 dias.

Al finalizar el periodo de almacenamiento a 12 °C, todos los frutos sin tratar y
tratados con los diferentes recubrimientos desarrollaron la enfermedad, sin

presentarse diferencia estadistica entre ellos.
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Figura 14. Incidencia de la enfermedad antracnosis durante el almacenamiento a 12
°C en frutos de papaya tratados con quitosano, AEM y Q+AEM. Letras diferentes en
el mismo dia de evaluacion indican diferencia significativa entre los tratamientos

(0=0.05) y LSD=38.70.
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El uso del quitosano en forma de recubrimiento ha sido reportado anteriormente
en la literatura. Li y Yu (2001) en su estudio recubrieron frutos de durazno utilizando
dos diferentes concentraciones de quitosano para retardar la pudricién provocada por
el hongo Monilinia fructicola durante 6 dias a 23°C. Observaron una menor incidencia
de la enfermedad al aplicar quitosano (42.3%) en comparacién con el control (100%)
al final del periodo de almacenamiento, concluyendo que el quitosano tiene potencial
para controlar la pudricion de los duraznos ya que retrasa la expansion de las
lesiones al inducir la agregacion y contorcion del micelio, ademas de producir la

ruptura de las proteinas en las células fungicas.

Por su parte, Hewajulige y col (2007) evaluaron un recubrimiento a base de
quitosano al 1% en frutos de papaya para inhibir el desarrollo de antracnosis durante
un periodo de almacenamiento de 14 dias a 13.5°C. La incidencia de la enfermedad
se vio reducida en los frutos tratados obteniendo alrededor de un 20%, en
comparacion con los frutos control que alcanzaron valores de 90%. Explicaron que
esto pudo deberse a que el quitosano forma una barrera alrededor del fruto la cual
impide el flujo de nutrientes al exterior, bloqueando de esta manera el crecimiento del
patdogeno. Un comportamiento similar obtuvo Bill y col (2014) cuando utilizaron
diferentes recubrimientos de quitosano, goma arabica y aloe vera, en diferentes
proporciones o en combinacion con aceite de tomillo, con el propdsito de inhibir el
desarrollo de antracnosis en frutos de aguacate almacenado por 5 dias a 20°C.
Observaron una menor incidencia en los frutos recubiertos con las combinaciones de
guitosano con aceite de tomillo (40%), y aloe vera con aceite de tomillo (50%)

comparados con los frutos recubiertos con solo aceite de tomillo (60%). Esta

79



tendencia es similar a los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que

nuestra combinacion fue mas efectiva que al aplicar sdlo el aceite de menta.
a. Severidad

En la Figura 15 se pueden observar los resultados de la severidad que
presentaron los frutos de papaya inoculados con Colletotrichum gloeosporioides al
aplicar los distintos tratamientos durante su almacenamiento a 12°C. Los primeros 6
dias de almacenamiento los valores de area dafiada en los frutos de papaya en los
distintos tratamientos se mantuvieron entre 0 y 25%. A partir del dia 8, los frutos
tratados con quitosano obtuvieron valores menores de severidad con respecto a los
frutos control observandose diferencia estadistica entre ellos; sin embargo, no tuvo
diferencia significativa con respecto a los frutos tratados con AEM y la combinacién
Q+AEM. Los frutos sin tratar obtuvieron valores superiores al 26% en superficie
dafada a partir del dia 10 de evaluacion mostrando diferencia significativa con

respecto a los tratamientos de quitosano y la combinacion.

Los dos ultimos dias de evaluacion se presentd diferencia estadistica
significativa entre todos los tratamientos, alcanzando el tratamiento control los
valores mas altos de severidad mientras que los valores menores correspondieron al
tratamiento con quitosano. En la Figura 16 se observan los frutos de papaya de cada
uno de los tratamientos en los dias 0, 5, 10, 15 y 20, observando que al final del

almacenamiento son mayores
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Figura 15. Severidad de antracnosis en frutos de papaya tratados con quitosano,
AEM y Q+AEM durante un periodo de almacenamiento de 20 dias a 12 °C. Letras
diferentes en el mismo dia de evaluacion indican diferencia significativa entre los

tratamientos (0=0.05) y LSD=0.41.
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Tratamiento Dia 0O Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20

Control . . . .

Q+AEM

(1%, 0.2%)

Figura 16. Visualizacién de la severidad de antracnosis en frutos de papaya a lo
largo del periodo de almacenamiento a 12 °C para los tratamientos control, quitosano

(Q), aceite esencial de menta (AEM) y su combinacion (Q+AEM).
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los sintomas presentes en los frutos control. Estos resultados nos muestran el
potencial antifingico de cada uno de los tratamientos contra el desarrollo de
antracnosis, observando que todos retardan el crecimiento de Colletotrichum

gloeosporioides durante el almacenamiento a 12 °C.

Sin embargo, cabe destacar que el mejor tratamiento contra esta enfermedad
es el de quitosano (1%) al mostrar los valores mas bajos de severidad. Resultados
similares a los del presente estudio fueron observados por Bautista-Bafios y col
(2003) cuando aplicaron un recubrimiento a base de quitosano al 0.5 y 1.5% de
manera individual y combinada con extractos acuosos de semilla de papaya.
Encontraron valores de severidad entre 1 y 2 (0-25% de dafio) en frutos de papaya
control mientras que en aquellas tratadas sélo con quitosano o en combinacion al

1.5% fueron menores.

El desarrollo de antracnosis en frutos de papaya también se ha buscado mitigar
combinando quitosano con carbonatos, encontrando una menor severidad en los
frutos tratados con quitosano sélo o en combinacién, en comparacion con los frutos
no tratados (Sivakumar y col 2005). Kyu y col (2007) reportaron resultados similares
al aplicar quitosano so6lo o en combinacion con aceite esencial de canela en frutos de
papaya inoculados con Colletotrichum gloeosporioides. Todos los valores de
severidad fueron menores comparados con los frutos sin tratar; sin embargo, la
severidad més baja la obtuvo el quitosano de manera individual. Es posible que el
recubrimiento de quitosano en los frutos actie como una barrera que limita la
penetracién del tubo germinativo de Colletotrichum gloeosporioides; aunque también

se cree gue el quitosano induce varios mecanismos de defensa del huésped, como la
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induccion de barreras fisicas y la produccion de fitoalexinas (Hewajulige y col 2009;

Liy col 2015).

Mohammadi y col (2015) aplicaron un recubrimiento a base de quitosano en
combinacion con aceite de zataria y canela para inhibir el desarrollo de Botrytis
cinerea en frutos de fresa, observando un retraso en el desarrollo de este hongo.
Ellos sugieren que el mecanismo antifingico de esta combinacion se debe a que los
compuestos presentes en los aceites (como eugenol o timol) alteraron la superficie y
estructura de la pared celular fungica y el quitosano actué como potenciador al

reducir la sintesis de la pared celular y facilitar su muerte.

3. Analisis de calidad

a. Pérdida de peso

La pérdida de peso en los frutos es un reflejo de la salida de agua a través de la
cascara por medio del proceso de transpiracion, asi como también y en menor

medida de la salida de compuestos volatiles (Picard y col 2013).

De acuerdo con la Figura 17, la tendencia observada durante el almacenamiento
de los frutos de papaya es un incremento en la pérdida de peso alcanzando valores
no mayores al 5%. Los tratamientos control y Q no tuvieron diferencia estadistica (p <
0.05) entre ellos durante todo el proceso de evaluacion. Se observo que, a los 10 y
15 dias, los tratamientos de AEM y Q+AEM no tuvieron diferencia entre ellos, pero si
con respecto a los frutos no tratados los cuales tuvieron menor pérdida de peso que

los tratados. El dltimo dia de evaluacion los tratamientos control, Q y Q+AEM no
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Figura 17. Efecto de la aplicaciéon de un recubrimiento de quitosano (Q), aceite de
menta (AEM) y su combinacion (Q+AEM) sobre el porcentaje de pérdida de peso en
frutos de papaya cv. Maradol inoculados con Colletotrichum gloeosporioides durante

un periodo de almacenamiento de 20 dias a 12 °C. Las barras verticales indican

LSD=0.32 (0=0.05).
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obtuvieron diferencia entre ellos. Esto indica que la pérdida de peso fue resultado del

proceso natural de maduracion (Ali y col 2015).

El tratamiento AEM fue quien obtuvo el mayor porcentaje de pérdida de peso
durante todo el almacenamiento teniendo diferencias significativas con el resto de los
tratamientos soélo al final. Este comportamiento también lo observaron Picard y col
(2013) al recubrir frutos de papaya con aceite esencial de menta presentando mayor
pérdida de peso lo que atribuyeron a un dafio en la cascara ocasionado por el aceite.
También, Pontigo-Suarez y col (2015) reportaron una mayor pérdida de peso en
frutos de papaya recubiertos con aceite de orégano en comparacion con frutos no
recubiertos, explicando que esto probablemente se debid a que la permeabilidad del
recubrimiento fue demasiado alta sobre el fruto y también a que el aceite provocé un
estrés en el fruto al detectar un agente extrafio que limitaba su consumo de oxigeno

aumentando su tasa de respiracion y por lo tanto mayor pérdida de agua.

En este estudio, la adicion de aceite de menta tuvo un impacto negativo sobre la
retencién de agua siendo este parametro un factor crucial para preservar la fruta, ya
gue una gran pérdida de peso disminuye la apariencia de los frutos. Sin embargo,
segun Almeida-Castro y col (2011) se requiere una pérdida de peso mayor al 5%
para el deterioro de las papayas; y dado que el valor final obtenido por los
tratamientos, incluso el porcentaje mas alto obtenido por el AEM no sobrepasa este
valor, se puede considerar que la pérdida de peso no fue tan considerable como para

afectar la calidad del fruto.

Contrario a lo observado en este estudio, Ali y col (2014) encontraron menor
pérdida de peso en chiles recubiertos con aceites esenciales de propdleo y canela.
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En este caso, el recubrimiento tuvo un efecto como barrera semipermeable contra los

gases Yy la movilizacion de solutos, disminuyendo la pérdida de peso.

b. Firmeza

La firmeza es uno de los atributos que dicta la vida y calidad poscosecha de los
frutos. Los resultados de firmeza obtenidos al recubrir frutos de papaya con los
diferentes tratamientos durante un periodo de almacenamiento de 20 dias a 12 °C se
muestran en la Figura 18. El valor inicial promedio de firmeza de los frutos fue de 87
N observandose una disminucién conforme avanzo el tiempo de almacenamiento
para todos los tratamientos. Durante los dias 5 y 10, los tratamientos AEM, Q y
control presentaron un porcentaje de pérdida de firmeza similar, mientras que el
tratamiento Q+AEM present6 la mayor pérdida de firmeza (p < 0.05) en el dia 5 con
respecto a los demas tratamientos, seguido de una retencidon el resto del
almacenamiento. Debido a que los frutos no tratados presentaron una pérdida de
firmeza constante durante todo el almacenamiento, en las dos ultimas evaluaciones
los tratamientos Q+AEM y AEM obtuvieron diferencia significativa (p < 0.05) con
respecto al control, el cual obtuvo los valores mas bajos de firmeza al finalizar el

periodo de almacenamiento.

El ablandamiento en los frutos se debe al deterioro de la estructura celular, la
composicién de la pared celular y los materiales intracelulares (Ali y col 2011,
Olufunmilayo y Uzoma 2016). Este comportamiento también se ha podido observar

en pepinos recubiertos con quitosano y en combinacion con aceite de canela,
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Figura 18. Efecto de la aplicaciéon de un recubrimiento de quitosano (Q), aceite de
menta (AEM) y su combinacion (Q+AEM) sobre la firmeza en frutos de papaya cv.
Maradol inoculadas con Colletotrichum gloeosporioides durante un periodo de
almacenamiento de 20 dias a 12 °C. Las barras verticales indican LSD=7.03

(0=0.05).

88



encontrando mejor retencion de la firmeza en los pepinos recubiertos (Mohammadi y

col 2015).

A pesar de que el recubrimiento con quitosano solo tuvo un mejor control de la
enfermedad, no tuvo la mayor firmeza obteniendo el mismo comportamiento que el
resto de los tratamientos al final del almacenamiento. Resultados similares
obtuvieron Bautista-Bafios y col (2003) observando mayor firmeza al recubrir frutos
de papaya con extractos de semilla de papaya y su combinacion con quitosano para
inhibir antracnosis que cuando lo aplicaron de manera individual. Ellos sugirieron que
los tratamientos con extracto de semilla de papaya retrasaron el proceso de
maduracion de la fruta dando como resultado una fruta mas firme. Por su parte,
Hewajulige y col (2007) recubrieron frutos de papaya con quitosano al 1% para inhibir
el desarrollo de antracnosis encontrando mejor retencioén de la firmeza en los frutos
tratados en comparacion con los frutos control. Estos autores comentaron que este
comportamiento pudo deberse a un retraso en el proceso de maduracion y

senescencia del fruto, gracias a que es mas permeable al Oz que al CO2.

El uso combinado del quitosano con aceites esenciales para retener la firmeza en
los frutos ha sido reportado en la literatura. Olufunmilayo y Uzoma (2016) observaron
una mayor retencién de la firmeza en frutos de pepino recubiertos con quitosano en
combinacion con aceite de té de limén en comparacion con los frutos control los
cuales mostraron una disminucién en su firmeza. Ellos mencionan que esto pudo
deberse a la inhibicién que ejercieron estos compuestos sobre enzimas hidroliticas
de la pared celular impidiendo la lisis de las pectinas y almidén. Ademas, esta

retencidon en la firmeza también la atribuyeron a la actividad antifungica del
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recubrimiento y su capacidad para cubrir la cuticula del fruto y las lenticelas,
minimizando la infeccion, la respiracion y otros procesos metabdlicos durante el

almacenamiento.

Barreto y col (2016) recubrieron frutos de tomate cherry con quitosano combinado
con aceite esencial de orégano para inhibir el desarrollo de Aspergillus niger y
Rhizopus stolonifer, mostrando mayor firmeza al aplicar el recubrimiento.
Relacionaron este efecto con la formacion de una barrera semipermeable al O2, COz,
agua Yy solutos, debido a la hidrofobicidad otorgada del aceite al quitosano mejorando
sus propiedades fisicas de barrera. También, Correa-Pacheco y col (2017)
encontraron mayor firmeza al recubrir frutos de aguacate con quitosano y aceite de

tomillo en comparacion con los frutos control.

Contrario a lo obtenido en este estudio, existen en la literatura reportes del uso de
algunos aceites esenciales utilizados de manera individual que no ayudaron a la
retencion de la firmeza en frutos como pimiento (Ali y col 2015) y mango Kent

(Mattiuz y col 2015) observando valores de firmeza similares a los frutos sin recubrir.

c. Luminosidad externa (L*)

La luminosidad de los frutos de papaya partié de un valor promedio de 57.6 para
todos los tratamientos y no se observaron cambios durante el almacenamiento
manteniendo sus valores, por lo que la aplicacion de estos recubrimientos no tuvo
efecto sobre la luminosidad de las papayas (Figura 19A). En el dltimo dia de

almacenamiento se observd un descenso en los frutos no recubiertos. A pesar de no
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Figura 19. Efecto de la aplicaciéon de un recubrimiento de quitosano (Q), aceite de
menta (AEM) y su combinacion (Q+AEM) sobre los valores de luminosidad (A) y
angulo de matiz (B) en frutos de papaya cv. Maradol inoculadas con Colletotrichum
gloeosporioides durante un periodo de almacenamiento de 20 dias a 12 °C. Las

barras verticales indican LSD= 1.97 (A) y 12.04 (B), respectivamente con (0=0.05).

91



valores mas altos de luminosidad en comparacion con los tratamientos control y
Q+AEM, esto puede ser debido a que los recubrimientos a base de Q y AEM
propiciaron una baja velocidad de respiracion, modificando la atmdésfera interna de la
fruta, dando como resultado un cambio de color reducido (Ali y col 2011).
Resultados similares fueron reportados por Perdones y col (2012) quienes no
encontraron diferencias estadisticas al recubrir frutos de fresas con quitosano y
aceite esencial de limon durante su periodo de almacenamiento; ademas, también
observaron una disminucion en los valores de L* al finalizar las evaluaciones, esto
como consecuencia de la pérdida de humedad superficial que podria ser responsable

de un color mas oscuro.

Los valores de luminosidad obtenidos en el presente estudio concuerdan con los
reportados por Almeida-Castro y col (2011) quienes recubrieron frutos de papaya con
almidon de yuca al 2% y obtuvieron valores de 57 y 58, los cuales se consideran en
madurez de consumo para papaya. También coinciden con lo reportado por
Santamaria y col (2009) al obtener valores de luminosidad en papaya Maradol de

58.3 en un estado de maduracion 4.

Sin embargo, difieren con lo reportado por Ali y col (2011) ya que ellos obtuvieron
valores menores de luminosidad en frutos de papaya recubiertos con quitosano que
en frutos no recubiertos. Asi mismo, Dantas-Guerra y col (2016) encontraron valores
mayores de luminosidad en tomate cherry al ser recubierto con quitosano en

combinacién con aceite esencial de menta.
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d. Angulo de matiz (H°)

El color de la cascara es la caracteristica mas utilizada para evaluar el estado de
maduracion de los frutos de papaya y las caracteristicas para su cosecha se basan
en el cambio de color de verde oscuro a claro con aparicion de tonos amarillos. Un
valor en H° de O° representa un color rojo parpura; 90° amarillo; 180° un color verde-
azulado y de 270° un color azul (Rivera-Lépez y col 2005; Almeida-Castro y col

2011).

En la Figura 19B se muestran los resultados para el parametro H° obtenidos en
los frutos de papaya recubiertos con AEM, Q y Q+AEM. EIl angulo de matiz partié de
un valor promedio de 109.68° y disminuyé durante el almacenamiento. Durante todo
el proceso de evaluacion el analisis estadistico no arrojo diferencias (p< 0.05) entre
los tratamientos. Al final del periodo de almacenamiento se obtuvo un valor promedio

de 86°, por lo que se presentd una disminucién de 23%.

Como se mencion6 anteriormente, el color de piel en las papayas cambia de
verde (H°=125) a amarillo-naranja (H°=74) durante los 6 estados de maduracion
(Santamaria y col 2009), por lo que nuestros valores concuerdan con los
mencionados en la literatura, ya que se parti0 de un estado de maduracién 4
(H°=110) y mostrando las papayas una coloracion amarilla al finalizar las
evaluaciones (H°=86.25) correspondiente a un estado de maduracién cercano a 5, es
decir, en maduracion comercial. Estos cambios en el color se deben a la degradacién
de pigmentos verdes como la clorofila, al desmantelamiento del aparato fotosintético,
asi como a la sintesis de antocianinas y carotenoides (pigmentos amarillos y rojos),
responsables del color en la maduracion de los frutos (Picard y col 2013).
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Un comportamiento similar al obtenido reporté Guerreiro y col (2015). Estos
autores no encontraron diferencias estadisticas en el valor H° al recubrir berries con
mezclas de alginato con citral y eugenol, observando que este valor disminuia
conforme avanzaban los dias. Xing y col (2011) tampoco observaron diferencias en
este parametro al recubrir pimientos con quitosano y aceite de canela. Por su parte,
Ali y col (2015) no reportaron diferencias en el valor de H° al recubrir frutos de
papaya con aceite de té de limon mencionando que el aceite no interfirié con el
proceso de maduracion de los frutos. Este efecto de disminucion también fue
observado por Jongsri y col (2016) al recubrir frutos de mango con quitosano; sin
embargo, ellos encontraron diferencias estadisticas al final del almacenamiento
donde los frutos recubiertos retardaron el color un poco mas, esto debido a la
modificacion de la atmosfera interna en el fruto provocada por el quitosano

deteniendo el proceso de degradacion de la clorofila.

e. Solidos solubles totales

El contenido de solidos solubles totales aumenta conforme avanza la maduracion.
No se observo diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos en los
primeros 15 dias de evaluacion, partiendo de un valor inicial promedio de 6.37 °Brix,
el cual incremento conforme avanzo el tiempo de almacenamiento. Fue hasta el dia
20 donde se observaron diferencias significativas entre los frutos recubiertos con
AEM, Q y Q+AEM con respecto a los frutos control (sin recubrir), obteniendo mayor
contenido de solidos en este ultimo tratamiento, alcanzando valores finales de 7.25,

6.72, 6.85 y 6.67 °Brix para el control, AEM, Q y Q+AEM, respectivamente (Figura
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20). Esto puede deberse a la descomposicion de carbohidratos en azucares simples,

y también a la biosintesis de carotenoides y acidos organicos (Ali y col 2016).

El uso de recubrimientos a base de quitosano y/o aceite esencial de menta
retrasoé el proceso de maduracion de los frutos de papaya al obtener valores menores
de solidos solubles al final del periodo de almacenamiento. El comportamiento que
tuvieron los frutos tratados podria estar relacionado con un retraso en el proceso de
maduracion (Lopez-Mora y col 2013). Estudios previos han reportado que el uso de
quitosano (Ali y col 2010), extractos de semilla de papaya (Bautista-Bafios y col
2003), goma arabica y aceites de té de limon y canela (Magbool y col 2011)
aplicados en frutos de papaya mantienen valores bajos en su contenido de sélidos
solubles. Este mismo comportamiento también se observdO en frambuesas

recubiertas con alginato y citral (Guerreiro y col 2016).

En un estudio realizado por Ali y col (2011) se observaron valores menores en el
contenido de sélidos solubles en papayas recubiertas con quitosano que en aquellas
sin tratar, atribuyendo este comportamiento a una disminucién en la actividad
metabdlica y a la respiracion, retardando de esta manera el proceso de maduracion.
Ademas, las propiedades filmogénicas del quitosano resultan en una excelente
pelicula semipermeable en los frutos, modificando la atmaosfera interna al reducir el
O2 y aumentado el CO2 suprimiendo la produccion de etileno y minimizando la
sintesis y uso de metabolitos, lo que resulta en un menor contenido de sélidos debido

a la hidrdlisis lenta de carbohidratos a azUcares.
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Figura 20. Efecto de la aplicacién de un recubrimiento de quitosano (Q), aceite de

menta (AEM) y su combinacién (Q+AEM) sobre los valores de sélidos solubles
totales en frutos de papaya cv. Maradol inoculadas durante un periodo de
almacenamiento de 20 dias a 12 °C. Las barras verticales indican LSD=0.32,

(0=0.05).
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También se han reportado en la literatura resultados diferentes a los obtenidos en
el presente estudio donde no se encontraron diferencias significativas en el contenido
de sélidos solubles en frutos de papaya no tratados y los recubiertos con aceite de
jengibre y goma arabica (Ali y col 2016), quitosano con aceite de menta (Picard y col
2013) y aceite de té de limén (Ali y col 2015), por lo que el uso de estos tratamientos

no afectd el proceso natural de maduracion de los frutos.

4. Analisis nutricional y compuestos bioactivos

a. Acido ascorbico

La vitamina C (&cido ascorbico) es un importante nutriente relacionado con la
biosintesis de los aminoacidos y la adrenalina, el mantenimiento del colageno, la
desintoxicacion del higado y el papel preventivo frente a varios tipos de cancer y
enfermedades cardiovasculares (Ordéfiez-Santos y Yoshioka-Tamayo 2012).
Ademas, es un fuerte antioxidante capaz de desactivar una gran variedad de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en sistemas acuosos (Ordofiez-Santos y
Vasquez-Riascos 2012a). La mayoria de las plantas y animales sintetizan acido
ascorbico a partir de la glucosa; sin embargo, los humanos son incapaces de
sintetizarlo y requieren obtenerlo de la dieta. El acido ascoérbico es requerido como
un cofactor para la actividad enzimatica y su deficiencia dietética causa una

enfermedad conocida como escorbuto (Londofio 2012).

En la Figura 21A se puede apreciar un descenso en el contenido de esta
vitamina conforme el paso del tiempo, partiendo de un valor inicial de 46.50 mg
AA/100 ¢ff. Este valor es cercano al reportado por Wall (2006) quienes encontraron

un valor de 51.2 mg AA/100 gff en papaya, en estado de maduracion 3. También son
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Figura 21. Efecto de la aplicacién de un recubrimiento de quitosano (Q), aceite de

menta (AEM) y su combinacién (Q+AEM) sobre el contenido de vitamina C (A) y
compuestos fendlicos totales (B) de frutos de papaya cv. Maradol inoculadas con
Colletotrichum gloeosporioides durante un periodo de almacenamiento de 20 dias a

12 °C. Las barras verticales indican LSD=7.14 y 0.45, respectivamente (a=0.05).
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cercanos a los de Gayosso-Garcia Sancho y col (2011) quienes encontraron un valor
promedio de 58.6 mg AA/100 gff en papaya en estado de maduracion 4. Ellos
mencionan que el contenido de vitamina C en los frutos puede variar dependiendo

del tipo de cultivo de la fruta, tipo de suelo, el clima y el nivel de madurez del fruto.

El contenido de vitamina C present6 una tendencia de disminucion con el paso de
los dias. Esta disminucién en la pérdida de vitamina puede atribuirse a la baja
permeabilidad al O2 que inducen los recubrimientos, retrasando las reacciones de

oxidacion que degradan la vitamina (Ali y col 2011).

Los frutos sin recubrir (control) presentaron una disminucion mas pronunciada en
comparacion con el resto de los tratamientos, mostrando diferencias significativas (p
< 0.05) con los tratamientos de Q y Q+AEM durante casi todas las evaluaciones,
excepto al dia 10, donde no se presentd diferencia entre todos los tratamientos.
Petriccione y col (2015) recubrieron frutos de nispero con quitosano y observaron
mayor pérdida de &acido ascorbico en frutas sin recubrimiento, adjudicando este
comportamiento a la baja permeabilidad al oxigeno otorgada por el recubrimiento,

reduciendo la actividad de enzimas y evitando la deterioracion del fruto.

Al dia 15, los frutos de papaya recubiertos con los distintos tratamientos
mostraron diferencias estadisticas con los frutos control. Sin embargo, al finalizar el
periodo de almacenamiento los frutos tratados con Q+AEM fueron significativamente
diferentes con respecto a los frutos control y AEM, pero no con los tratados con Q. A
pesar de esto, fueron los frutos tratados con Q+AEM y Q los que retuvieron los

valores iniciales de &cido ascorbico, teniendo valores finales de 47.65 y 45.28 mg
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AA/100 ¢ff, respectivamente, en comparacion con los frutos control en los cuales su

valor disminuyo hasta 38.19 mg AA/100 dff.

Barreto y col (2016) encontraron una mayor retencion en el contenido de acido
ascorbico al recubrir frutos de tomate cherry con quitosano en combinacion con
aceite esencial de orégano. Otros reportes en la literatura mencionan que el
quitosano aplicado en frutos de mango (Jongsri y col 2016) y kiwi (Kaya y col 2016)
mantiene valores mayores en su contenido de acidé ascoérbico al final del
almacenamiento, esto debido a que el recubrimiento retrasé la reduccion de este

compuesto durante la maduracion.

b. Fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos que presentaron los frutos de papaya a lo
largo del periodo de almacenamiento a 12 °C por 20 dias se puede apreciar en la
Figura 21B. El contenido inicial partié de un valor promedio de 3.08 mg EAG/100 ¢ff,
mostrando una tendencia a disminuir a lo largo de los dias para todos los
tratamientos. Se sabe que durante la maduracion el contenido de compuestos
fendlicos aumenta, pero durante el proceso de senescencia disminuye (Gayosso-
Garcia sancho y col 2011), por lo tanto, los frutos de papaya comenzaron el proceso

de senescencia dado el comportamiento que tuvieron.

Los tratamientos control y AEM no presentaron diferencia estadistica (p < 0.05)
durante los 20 dias de evaluacion. Estos resultados concuerdan con los reportados
por Barreto y col (2016) quienes no encontraron diferencias estadisticas en cuanto al

contenido de compuestos fendlicos en frutos de tomate cherry recubiertos y no
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recubiertos con quitosano y aceite esencial de orégano, mencionando que la
degradacion de estos compuestos esta relacionada con la maduracion de frutos

climatéricos y con la accién del etileno.

Por otra parte, el tratamiento con Q present6 valores ligeramente mayores que el
resto de los tratamientos, mostrando diferencias significativas con el control y el AEM
al dia 10, reteniendo la pérdida de estos compuestos. Estos resultados concuerdan
con Petriccione y col (2015) quienes recubrieron frutos de nispero con quitosano y
observaron menor disminucion de estos compuestos que los frutos sin recubrir,
sugiriendo que el quitosano pudo mejorar el estado antioxidante de los frutos al
afectar positivamente el metabolismo fendlico. Este comportamiento se puede
relacionar con una induccion en la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL) que es la encargada de la sintesis de estos compuestos, por medio de la
atmosfera controlada que crea el quitosano sobre los frutos. Ademas, esta enzima
juega un papel importante en la resistencia a la enfermedad de antracnosis en frutos

(Bill y col 2014).

Al dia 15 tampoco se observaron diferencias entre tratamientos obteniendo un
valor promedio de 2.09 mg EAG/100 gff; sin embargo, el ultimo dia de evaluacién los
frutos de papaya tratados con Q mostraron la mayor retencion de compuestos
fendlicos (2.40 mg EAG/100 dff), teniendo diferencias significativas solo con los
frutos tratados con AEM (1.85 mg EAG/100 gff), pero no con lo frutos control y
Q+AEM (2.14 y 19.98 mg EAG/100 gff, respectivamente). Estos hallazgos
concuerdan con los obtenidos por Sanchez-Gonzalez y col (2011) quienes no

encontraron diferencias significativas sobre el contenido de compuestos fendlicos en
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frutos de uvas recubiertas con hidroxipropilmetilcelulosa, quitosano y aceite de
bergamota y las no recubiertas, por lo que la pérdida en el contendido de estos

compuestos durante la maduracion se dio de manera natural.

Nuestros resultados no concuerdan con los encontrados por Sellamuthu y col
(2013) quienes observaron que frutos de aguacate recubiertos con aceite de tomillo
mostraban una mejor retencion de compuestos fenolicos. También, Melgarejo-Flores
y col (2013) demostraron que la aplicacion de aceite de canela mantenia un mayor
contenido en compuestos fendlicos en uvas, esto debido a los monoterpenoides

fendlicos que se encontraban en el aceite.

5. Actividad antioxidante

a. ABTS

Los resultados de la actividad antioxidante de los frutos de papaya recubiertos
con los tratamientos AEM, Q y Q+AEM medida por el método de ABTS se muestran
en la Figura 22A. La actividad de los frutos aumenté conforme el paso de los dias
partiendo de un valor promedio de 31.72 mg ET/100 gff, sin presentarse diferencias
estadisticas (p < 0.05) entre tratamientos durante las evaluaciones a los dias 0, 5, 10
y 15. Este aumento en la capacidad antioxidante de los frutos recubiertos con
quitosano puede deberse a un cambio en la atmoésfera interna de los frutos,
aumentando el contenido de vitamina C y por lo tanto un aumento en su capacidad
antioxidante (Contreras-Oliva y col 2012), ademas podria atribuirse a la presencia, en
los recubrimientos, de compuestos bioactivos como acidos fendlicos y terpenoides

procedentes de los aceites esenciales, los cuales podrian ejercer esta actividad por
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Método ABTS (mg ET/ 100 gff)

Método DPPH (mg ET/ 100 gff)

—e— Control

Q

AEM
347 —— Q+AEM T
337
32

LSD=0.58
0
B

LSD=1.42

5 10 15 20

Dias de almacenamiento a 12 °C

Figura 22. Efecto de la aplicacién de un recubrimiento de quitosano (Q), aceite de
menta (AEM) y su combinacion (Q+AEM) sobre la capacidad antioxidante obtenida
por el método de ABTS (A) y DPPH (B) en frutos de papaya cv. Maradol inoculadas
durante un periodo de almacenamiento de 20 dias a 12 °C. Las barras verticales

indican LSD=0.58 y 1.42, respectivamente (a=0.05).
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varios mecanismos posibles: eliminacion de radicales libres, donantes de hidrégeno,
quelantes de metales de transicion y capacidad de extincion de oxigeno singulete

(Yuany col 2016).

Al dia 20 de evaluaciéon, el analisis estadistico arrojé diferencias entre los
tratamientos Q y AEM con respecto a los frutos control, en donde los frutos
recubiertos con estos tratamientos tuvieron valores mayores de actividad
antioxidante, obteniendo un valor de 34.56, 34.37 y 33.63 mg ET/100 gff para Q,
AEM vy control, respectivamente. Por su parte ese mismo dia, el tratamiento Q+AEM
no tuvo diferencia estadistica con los demas tratamientos, obteniendo un valor final

de 34.13 mg ET/100 gff.

La actividad antioxidante del quitosano puede atribuirse a la capacidad de sus
grupos aminos libres residuales que forman radicales macromoleculares estables y
grupos de amonio (Yuan y col 2016). Esta alta actividad antioxidante también se
obtuvo al utilizar aceites esenciales de jengibre y eugenol (Bonilla y col 2018), esto
debido a su capacidad de donar atomos de hidrégeno o electrones, capturar
radicales libres y asi, terminar el mecanismo de reaccion en cadena del radical
peréxido. Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Melgarejo-Flores y
col (2013) quienes encontraron mayor actividad antioxidante en uvas tratadas con
aceite de canela que sin tratar, justificando que se debié a la induccién de los
mecanismos de defensa en los frutos por parte del aceite. Ademas, en este mismo
estudio los autores no encontraron diferencias estadisticas en el contenido de

compuestos fendlicos, al igual que lo reportado por nosotros.
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Esta actividad antioxidante no puede relacionarse con el contenido de fendlicos
totales, ya que este fue en descenso y no mostré diferencias estadisticas con los
frutos control. Sin embargo, esta alta actividad antioxidante puede deberse a su
composicion en compuestos de naturaleza no fendlica los cuales se sabe que
poseen buena actividad antioxidante, ya que Baschieri y col (2017) investigaron la
capacidad antioxidante de compuestos como el linalol, limoneno y citral derivados de
aceites esenciales, mediante el consumo de Oz durante la autooxidacion de cumeno,
ya que estos compuestos reducen la velocidad de oxidacion de este compuesto. La
magnitud del efecto antioxidante aumentd con la reactividad de los componentes
presentes en los aceites esenciales con radicales peroxilo, porque mas radicales
peroxilo reaccionaban competitivamente con estos compuestos en lugar de hacerlo

con el sustrato oxidable.

b. DPPH

El efecto de los tratamientos de AEM, Q y Q+AEM sobre la actividad antioxidante
por el método de DPPH en los frutos de papaya se observa en la Figura 22B. El
valor de este parametro fue en aumento durante el periodo de almacenamiento para
todos los tratamientos, partiendo de un valor inicial promedio de 33.37 mg ET/ 100

off.

En el dltimo dia de evaluacion el tratamiento con Q+AEM aumentd sus valores
teniendo diferencias estadisticas con respecto al resto de los tratamientos,
obteniendo un valor final de actividad de 40.71 mg ET/100 gff. Ese mismo dia los

tratamientos de AEM y Q, no presentaron diferencias entre ellos, pero si con
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respecto a los frutos sin recubrir, los cuales presentaron los valores mas bajos de

capacidad antioxidante.

Este comportamiento también lo observaron Jongsri y col (2016) al obtener una
mayor actividad antioxidante en frutos de mango recubiertos con quitosano de alto
peso molecular en comparacion con los no recubiertos, mencionando que esto pudo
deberse a varios compuestos bioactivos presentes en el fruto como compuestos
fendlicos y vitamina C. Otros estudios también han encontrado una mayor capacidad
en frutos de fresa (Wang y Gao 2013), nispero (Petriccione y col 2015) y aguacate

(Bill y col 2014) tratados con quitosano.

La actividad antioxidante del quitosano puede deberse a la capacidad de sus
grupos aminos residuales libres que reaccionan con radicales libres formando
radicales macromolecularmente estables y grupos amonio. Sin embargo, esta
actividad es dependiente de la concentracién, el peso molecular, grado de
desacetilacion y la duracion del ensayo. Esta actividad se incrementa cuando se le
adicionan compuestos naturales como los aceites esenciales, esto atribuido a su
composicidbn en compuestos bioactivos como acidos fendlicos y terpenoides, los
cuales pueden ejercer esta actividad antioxidante mediante los mecanismos de
atrapamiento de radicales libres, donadores de hidrogeno, quelacion de metales de

transicion y extinciéon del oxigeno singulete (Yuan y col 2016).

La combinacién de polisacaridos con aceites esenciales ha resultado en una
mayor actividad antioxidante, tal es el caso del estudio de Melgarejo-Flores y col

(2013) quienes recubrieron frutos de uvas con pectinas en combinacion con aceite de
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canela, obteniendo valores altos de actividad antioxidante, debido a la inducciéon de

mecanismos de defensa en el fruto.

6. Analisis microestructural del area infectada

a. Microscopia electronica de barrido

Se realizé un andlisis microestructural mediante microscopia electronica de
barrido (MEB) con el fin de observar cambios en el desarrollo de la enfermedad de
los frutos tratados con Q, debido a que éste fue el tratamiento que presentd los
valores menores de severidad de antracnosis, y de los frutos control, con el fin de
comparar el efecto de dicho tratamiento. El analisis de las microfotografias obtenidas
mostré que la superficie de los frutos de papaya sin recubrir (control) al inicio del
almacenamiento tenia una apariencia rugosa y con fisuras, las cuales se consideran
caracteristicas morfoldgicas tipicas de la papaya (Figura 23A) (Ong y col 2013;
Ayon-Reyna y col 2017); mientras que la superficie de las papayas recubiertas con Q
presentd una apariencia mas lisa y homogénea (Figura 23B) produciendo una
cubierta uniforme sobre el tejido, similar a lo obtenido por Wang y col (2011). Esto
puede ser benéfico ya que cubre las aberturas naturales del fruto como estomas o
lenticelas, asi como grietas por las cuales se facilita la entrada de patdgenos.
Ademas, se sabe que el quitosano forma una barrera semipermeable en la superficie
de los frutos limitando la pudriciébn fangica por su actividad antifingica directa,
limitando la transferencia de oxigeno y la actividad respiratoria de los patégenos

(Zhou y col 2016; Ferrédo y col 2018).
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Figura 23. Imagenes de MEB de papayas no recubiertas (A [barra=10 um], C [barra=
20 um]) y recubiertas con Q (B [barra=100 pm], D [barra= 10 um]) a los 0 y 1 dias de
almacenamiento. Las muestras control ilustran la morfologia normal de la superficie
de la papaya siendo esté irregular, mientras que el recubrimiento de quitosano otorga

una superficie mas homogénea en los frutos.
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Transcurridas 24 horas, las fotografias de MEB mostraron estomas abiertos sobre
la superficie de los frutos control (Figura 23C), mientras que en los frutos tratados
con Q no se visualizaron aberturas propias del fruto por donde pudiera penetrar el
hongo, observandose cierta presencia de agrietamiento por parte del recubrimiento,
pero aun asi con apariencia uniforme (Figura 23D). Nuestros resultados son
similares a lo reportado por Ferrdo y col (2018) quienes elaboraron un recubrimiento
a base de nanoparticulas de quitosano aplicado en frutos de uvas, observando una
apariencia lisa y homogénea del recubrimiento. También concuerdan con lo
reportado por Dotto y col (2015), quienes obtuvieron un recubrimiento a base de
quitosano aplicado a frutos de papaya, el cual tuvo una apariencia uniforme y
homogénea, mencionando que esta caracteristica puede ser benéfica para una
mayor actividad antimicrobiana ya que proporciona una barrera mas efectiva entre la

fruta y el ambiente externo.

Por otro lado, la visualizacion de las esporas de Colletotrichum
gloeosporioides mediante MEB al inicio de la evaluacion, se muestran depositadas
sobre la superficie de la papaya, teniendo un tamafio entre 9.6 y 20 um y una forma
conidial ovoide y cilindrica (Figura 24A), lo que concuerda con lo reportado por
Peres y col (2002). En este sentido, se aprecia que la aplicacion de un recubrimiento
de Q formd una capa que cubrio las esporas que se encontraban sobre la superficie

del fruto, ademas de observarse un tejido mas liso y homogéneo (Figura 24B).

La aparicidon de las primeras hifas se observo en los frutos control durante las
primeras 24 horas, esto sugiere que la germinacion de los conidios se presentd

algunas horas después de la inoculacion (Figura 24C). Esto concuerda con los
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Figura 24. Imagenes de MEB de esporas e hifas de Colletotrichum gloeosporioides
en papaya Maradol. Espora flungica sobre la superficie sin recubrir (A) barra= 5 pm, y
recubierta con quitosano (B) barra=10 um. Hifas sobre la superficie sin recubrir (C), y
espora recubierta con Q sin presencia de tubo germinativo ni hifas (D), barra=10 pm.
Abundantes hifas sobre la superficie sin recubrir (E) barra=20um, y escasa presencia

de hifas en superficie recubierta con Q (F) barra=10 um. E=espora, H=hifas.
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resultados de germinacion de conidios obtenidos en el presente estudio donde a las
6 horas de incubacion una buena cantidad de esporas se encontraban germinadas
en el tratamiento control. Sin embargo, al término de 24 horas de haberse inoculado
los frutos y recubiertos con Q, las esporas con tratamiento se aprecian sin germinar

sobre el tejido del fruto mostrandose aun cubiertas (Figura 24D).

La incidencia y la severidad de antracnosis sobre los frutos de papaya
recubiertos con los tratamientos a base de Q se vieron disminuidas, lo cual puede
apreciarse en la Figura 24F en la cual se observa un escaso desarrollo de hifas
sobre la epidermis del fruto al décimo dia de evaluacion, en contraste con el
abundante desarrollo de micelio en los frutos control (Figura 24E). El efecto

antifungico del Q puede ser debido a su naturaleza cationica, fuertemente

asociada a la composicion de la membrana celular de los hongos lo cual afecta su
integridad y permeabilidad, ademas de asociarse con la disminucién en la actividad
respiratoria de los hongos y con la actividad de algunas enzimas (Beyki y col 2014,

Dotto y col 2015).

La actividad antimicrobiana del quitosano ha sido documentada ampliamente,
como el estudio realizado por Zahid y col (2012) quienes utilizaron un recubrimiento a
base de quitosano para inhibir el desarrollo de dos especies de Colletotrichum en
frutos de platano, papaya y pitahaya, observando mediante microscopia de barrido
una alta actividad antifingica en el recubrimiento. Los autores observaron mediante
las micrografias una aglomeracién de los conidios en los frutos tratados en
comparacién con los no tratados en los que se observaban esporas con una
morfologia normal, explicando que el posible mecanismo de accién del quitosano se
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debe a la interaccion de sus grupos amonio (cargas positivas) con los grupos
negativos de los fosfolipidos formadores de la pared celular fangica, aumentando la
permeabilidad de la membrana plasmatica. Ademas, esta inhibicién puede ser debido
al contacto directo del quitosano con el patdégeno entrando por la pared celular
fungica interaccionando con su ADN y modificando su configuracién, inhibiendo la
sintesis de ARNm vy la sintesis de proteinas. Este mecanismo antifungico del
quitosano también lo reportan Ali y Mahmud (2008) cuando evaluaron in vitro el
efecto de este polisacarido sobre la inhibicion de esporas de Colletotrichum
gloeosporioides aisladas de papaya y observaron mediante microscopia de barrido
malformaciones en las terminaciones de las hifas asi como hinchazén en sus
paredes, comparadas con las de los controles, donde en condiciones normales

presentaron una apariencia lisa y sin hinchazon.

Por su parte, Chowdappa y col (2014) observaron mediante microscopia
electronica de barrido que la aplicacion de quitosano con nanoparticulas de plata
inhibia completamente la germinacion de conidios de Colletotrichum gloeosporioides
en frutos de mango. Ramos-Garcia y col (2012) aplicaron una combinacion de
quitosano, miel de abeja y aceite esencial de lima en frutos de tomate para inhibir el
desarrollo del hongo Rhizopus stolonifer y Escherichia coli, y observaron mediante
microscopia electronica de barrido que este hongo no mostraba desarrollo de
esporangiosporas y el micelio se observaba distorsionado e hinchado, ademas no se
presento crecimiento de la bacteria al aplicar el recubrimiento. Esto puede deberse a

la actividad quelante del quitosano, limitando la captacion de nutrientes a las
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bacterias gracias a la barrera del biopolimero, ademas de penetrar faciimente la

membrana de la célula microbiana alterando su metabolismo (Wang y col 2011).

Resultados diferentes a los de este estudio reportan Hafsa y col (2016), ya
que su recubrimiento a base de quitosano al 1% no fue efectivo para inhibir el

desarrollo de bacterias y hongos.

Nuestros resultados sugieren que la aplicaciéon de recubrimientos comestibles
elaborados a base de quitosano en frutos de papaya es una buena opcidn para

impedir el desarrollo de antracnosis, ademas de mantener su calidad poscosecha.
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IX. CONCLUSIONES

El aceite esencial de menta al 0.2% fue el mas efectivo de los 5 aceites
esenciales para inhibir el desarrollo de antracnosis en frutos de papaya almacenados

por 20 dias a 12 °C.

Los tratamientos AEM, Q y Q + AEM lograron altos valores de inhibicién del
crecimiento micelial y de la germinacion de los conidios de Colletotrichum

gloeosporioides durante el periodo de incubacién a 25 °C.

Los frutos de papaya recubiertos con Q y Q + AEM tuvieron los valores menores
de incidencia y severidad durante el periodo de almacenamiento a 12 °C, retardando
la aparicion de sintomas de antracnosis durante 4 dias en comparacion con el

control.

Los tratamientos AEM, Q y Q + AEM no afectaron la pérdida de peso, la
luminosidad y el color externo, pero disminuyeron el contenido de SST y mantuvieron

la firmeza en los frutos de papaya almacenados a 12 °C.

Los recubrimientos a base de Q y Q + AEM retardaron la pérdida de vitamina C y
no tuvieron efecto sobre el contenido de fendlicos totales en frutos de papaya

almacenados por 20 dias a 12 °C.

La actividad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH fue mayor en los frutos

recubiertos con Q y Q+ AEM que en el control.

Se observé mediante MEB que el recubrimiento a base de Q proporcioné a la
papaya una superficie mas homogénea, retardando el desarrollo del hongo

Colletotrichum gloeosporioides.
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Con base en los resultados encontrados en el presente trabajo, se podria sugerir
la aplicacion de un recubrimiento a base de Q y Q+AEM para retardar la aparicion de
antracnosis, mantener la calidad poscosecha, retencion de vitamina C y aumentar la

actividad antioxidante de frutos de papaya almacenados a 12°C por 20 dias.
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ABREVIATURAS

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

AA Acido ascorbico

ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico

ATP Adenosin trifosfato

a Alfa

a.m. ante meridiem

°H Angulo de matiz

AOAC Association of oficial analytical chemists

B Beta

Ca? Calcio

cm Centimetro (s)

cm? Centimetro (s) cuadrado (s)

cm? Centimetro (s) cubico (s)

CMI Concentracion minima inhibitoria
cv Cultivar

CO2 Dioxido de carbono

Ej. Ejemplo

EAG Equivalentes de acido galico

ET Equivalentes de Trolox

FDA Food and Drugs Administration / Administracion de alimentos

y medicamentos

GRAS Generalmente reconocidos como seguros

°Brix Grados Brix

°C Grados Celsius

g Gramos

off Gramo (s) de fruto fresco
ITS Internal transcribed spacer
Kg Kilogramos
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kV Kilovoltio (s)

LSD Least significant differences / Diferencia minima significativa
X Magnificacion

pL Microlitro (s)

pm Micrometro (s)

MEB Microscopia electronica de barrido
g Microgramo (s)

mg Miligramo

mL Mililitro (s)

mm Milimetro (s)

mM Milimolar

min Minuto (s)

O2 Molécula de oxigeno

nm Nandmetro (s)

N Normalidad

PDA Papa dextrosa agar

pb Pares de bases

% Porcentaje

p.m. post meridiem

pH Potencial hidrégeno

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
RGB Red, green, blue / Rojo, verde, azul
rpm Revoluciones por minuto
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ANEXOS

1. Curvas de calibracion

Curva fendlicos totales A Curva DPPH B
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Figura A. Curva de calibracion de fendlicos totales; Figura B. Curva de calibracion de
la capacidad antioxidante por el método de DPPH; Figura C. Curva de calibracion de

la capacidad antioxidante por el método de ABTS.
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2. Secuencia de la region ITS1 del hongo Colletotrichum gloeosporioides y

su correspondiente cromatograma

>1708413-827 A19 Cg ITS1.abl 573
TGGGGCTCTGAATTACGCTCTACACCCTTTGTGACATACCTATAACTGTT
GCTTCGGCGGGETAGAGGTC TCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCOGRE
CGGGTCGGCGCCCGCCGRAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTC
TTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTG
TTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGECAG
CATTCTGGCGGTCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTG
CTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGG
ACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGAT
CCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCG
GATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAACCGGGAGGH
AATTTTTTTTTTTATTTATTTIC
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