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RESUMEN

ABSTRACT

Las enfermedades causadas por hongos ocasionan las mayores pér-
didas durante la poscosecha de la papaya (Carica papaya L.). Para su
control una de las alternativas utilizadas son los productos quimicos,
lo cual ha despertado una gran preocupacion en los consumidores por
los niveles de residuos. En este sentido se buscan otros métodos no
contaminantes que no generen residuos peligrosos en los frutos. Un
efemplo es el uso de productos bioactivos como la quitosana. El obje-
tivo de este trabajo fue evaluar la actividad antifingica de las sales de
lactato y acetato de quitosana sobre Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum capsici y Alternaria alternata. Las dos sales de quitosana
(30 %) se probaron a 2500, 5000, 10 000 y 15 000 mg/L con un testigo
sin aplicacion. El efecto in vitro se determiné a través de la medicion
del diametro de crecimiento de las colonias (cm) a los siete dias de
incubacioén a 27 = 1 °C, la produccién de conidios por la concentracion
(conidios/mL) y el porcentaje de germinacién de los conidios a las
cuatro, ocho y 24 h. Las sales de quitosana presentaron actividad anti-
fungica contra C. gloeosporioides, C. capsici y A. alternata. El acetato
de quitosana a 15 000 mg/L redujo el crecimiento de las colonias de los
tres hongos con valores de 0,47; 0,56 y 0,28 cm, respectivamente, y el
lactato de quitosana inhibié el 100 % el crecimiento. La concentracion y
germinacion de los conidios de los hongos disminuyé con las dos sales
en comparacion con el testigo.

Palabras claves: quitosana, patégenos, frutos

Fungal diseases cause the greatest losses during postharvest of papaya
(Carica papaya L). An alternative used for the control is with chemical
products, but this method causes great preoccupation to consumers
because possible residual levels. Thus other non-polluting methods that
do not generate hazardous residues in the fruits are sought. An example
is the use of bioactive products as chitosan. The aim of this study was
to evaluate the antifungal activity of chitosan lactate and acetate salts
on Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum capsici and Alternaria
alternata. Both chitosan salts (30%) were tested at 2500, 5000, 10000
and 15000 mg/L with a control without application. The effect in vitro
was determined by measuring the colonies growth diameter (cm) after
seven days of incubation at 27 +1 °C, the sporulation by the concentra-
tion (conidia/mL) and the conidia germination percent at four, eight and
24 hours. Chitosan salts showed antifungal activity against C. gloeos-
porioides, C. capsici and A. alternata. Chitosan acetate at 15000 mg/L
reduced the growth of the three fungal colonies with values of 0.47, 0.56
and 0.28 cm, respectively, while the same lactate dose inhibited 100%
of growth. Also, both salts reduced germination and sporulation of fungi
compared to the control.

Key words: chitosan, pathogens, fruits

INTRODUCCION

La quitina se considera el segundo polisacarido mas
abundante en la naturaleza. Se encuentra en el exoes-
queleto de crustaceos y moluscos, y forma parte de
la estructura de la pared celular de ciertos hongos e
insectos [ Vargas et al., 2004]. Quitosana es un polime-
ro natural derivado de la quitina; tiene propiedades
bactericida, fungicida, antiviral, estimulante del cre-
cimiento vegetal e induce reacciones de resistencia en
algunas plantas [Larez, 2008]; es biodegradable y no
toxico [Sandford, 1989, citado por Hernandez et al.,
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2005]; ademas, se ha demostrado su efecto en el con-
trol de varios patégenos causantes de enfermedades

[Diaz et al., 2010; Abdelbasset et al., 2010].

Las enfermedades fungosas afectan severamente a
los frutos de papaya (Carica papaya L.). Durante su
conservacion y comercializacion ocasionan pérdidas
entre el 5y el 40 % de la produccién total [Vazquez
et al., 2010]. La antracnosis causada por los hongos
Colletotrichum gloeosporiotdes (Penz.) Penz. & Sacc.
y Colletotrichum capsici (Syd.) Bult. & Bisby, y la
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mancha por Alternaria causada por Alternaria alter-
nata (Fr.) Keissler son dos de las enfermedades que
inciden en la poscosecha de la papaya. La primera
esta considerada la enfermedad mas importante y
de incidencia mayor que la mancha por Alternaria

[Mulkay et al., 2011].

Para el control de las enfermedades poscosecha de
la papaya se utilizan los métodos fisicos y quimicos
o la combinacion de ambos. La aplicaciéon de aire
forzado a 48,5 °C por 4 h y con una ligera inmer-
sion de los frutos en tiabendazol (TBZ) controla
la antracnosis [Pérez, 2004]. De igual manera re-
sulta la inmersion de los frutos en agua caliente a
48 °C por 20 min mas imazalil [Aranguren, 2011].
Otros fungicidas como el procloraz, azoxistrobin
y trifloxystrobin estdn recomendados [Sanchez et

al., 2012].

Dadas las tendencias actuales del consumo de frutos
sin residuos quimicos se buscan otras alternativas para
el control de las enfermedades poscosecha, como es
la aplicacién de los productos bioactivos. Diferentes
estudios in vitro muestran que la quitosana tiene pro-
piedades para inhibir el crecimiento miceliar, reducir
el porcentaje de germinacién y disminuir la concen-
tracion de conidios en varios hongos fitopatégenos

[Maqgbool et al., 2010; Echeverria et al., 2012].

En Cuba, el Centro de Investigacién y Desarrollo de
Medicamentos (CIDEM) produce diferentes formu-
laciones de quitosana para su empleo en la industria
farmacéutica, alimentaria y cosmética; sin embargo,
existen escasos estudios relacionados con el uso de las
sales de quitosana para el control de patégenos que
ocasionan enfermedades en los frutos. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la actividad antifingica in
vitro de sales de quitosana sobre hongos causantes de
enfermedades poscosecha en papaya.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio se aislaron los hongos C. gloeosporiot-
des, C. capsici 'y A. alternata de frutos de papaya con
sintomas de antracnosis y pudricién por Alternaria, y
se identificaron y se conservaron en el laboratorio de
Patologia Poscosecha del Instituto de Investigaciones
en Fruticultura Tropical.

Las sales de lactato y acetato de quitosana (30 %) de
masa molar al 46,56 % y al 48,86 %, respectivamen-
te, grado de acetilaciéon al 77,7 % y masa molar de la
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quitosana 310 000 g/mol se obtuvieron en el CIDEM
de Cuba. Las dos sales se probaron a las concentraciones
2500 mg/L, 5000 mg/L, 10 000 mg/L, 15 000 mg/L, y un

testigo sin aplicacion.

Las sales de quitosana se disolvieron en 50 mL de
agua destilada estéril y se anadieron en enlermeyers
con 110 mL de medio papa dextrosa agar (PDA) pre-
viamente licuado. Para cada concentracién se utilizé
un volumen total de 160 mL. El PDA se extendié en
placas Petri (cinco réplicas), y después de solidificado
se ubicé en el centro de cada placa un disco de 0,5 cm
de diametro de la colonia de los hongos, tomados de
la periferia de las colonias a partir de cultivos puros
con siete dias de edad.

Las placas Petri se incubaron a 27 + 1 °C durante siete
dias, y el efecto de las sales de quitosana se determiné
mediante las siguientes evaluaciones:

* La medicién del didmetro de crecimiento de las co-
lonias (cm) en forma diagonal con una regla acrilica
graduada.

¢ Parala produccién de conidios se tomaron cinco dis-
cosde 0,5 cm de didmetro de las colonias en la zona
cercana al inéculo (cinco réplicas) y se realizaron
diluciones cuantitativas de 10, Con una cdmara
de Neubauer y un microscopio Olympus (40x) se
efectuaron los conteos (conidios/mL).

e Para la germinacion de los conidios se utiliz6 una
concentracién de 1072 conidios/mL, se tomaron
100 pL y se extendieron en una pelicula con PDA
mas sales de quitosana a 2500 mg/L, 5000 mg/L,
10 000 mg/L, 15 000 mg/L y 0 mg/L (testigo) sobre
portaobjetos (cinco réplicas), y se incubaron a 27 +
1 °C. El porcentaje de germinacién se determiné
sobre la base de 100 conidios con un microscopio
Olympus (40x) a las cuatro, ocho y 24 h.

* Losexperimentos se ejecutaron mediante un diseno
completamente aleatorizado. Los datos se analiza-
ron mediante un ANOVA bifactorial. Las medias
se compararon por la Prueba de Tukey (p < 0,05).
Se utiliz6 el programa estadistico Statistica versién

6.0 [Statsof, Inc., 2001].

RESULTADOS Y DISCUSION

Las sales de quitosana a las cuatro concentraciones
mostraron actividad antifingica sobre A. alternata,
C. gloeosporioides y C. capsici. El crecimiento de los
tres hongos fue inhibido totalmente con el lactato de
quitosana a 15 000 mg/L, mientras que el acetato de
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quitosana a esta concentracién redujo el crecimien-
to de las colonias a 0,28 cm; 0,47 cm y 0,56 cm, lo
cual representé el 96,0; el 93,2 y el 92 % de inhibi-
cién, respectivamente (Fig. 1 A, B, C). Resultados
similares obtuvieron Sanchez et al. (2007) con la
aplicacién de quitosana Fluka, laboratorio Sigma
Aldrich al 2,5 % en la inhibicién en el 50,6 % del
crecimiento de A. alternata. Por otro lado, Bautista
et al. (2003) hallaron un control total del crecimiento
micelial de C. gloeosporioides aislado de papaya con

& Lactato de quitosana A
B Acetato de quitosana

concentraciones de quitosana Fluka, laboratorio Sigma
Aldrich al 2,5 y al 3 % durante siete dias de incuba-
ci6én; sin embargo, al 0,5 y al 1,5 % el hongo comenzé
a crecer al segundo y quinto dia, respectivamente.
También Mattiuz et al. (2011) demostraron que con
la aplicacion de la quitosana al 1,5 % se inhibi6 en el
76,4 % el crecimiento micelial de C. gloeosporioides, y
Madushani et al. (2012) observaron una reduccion del
crecimiento de C. capsici del 70 % con la aplicacién
de quitosana al 2%.
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Las barras representan las medias de crecimiento de las colonias + desviacién estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas por la Prueba de Tukey (p < 0,05).

Fig. 1. Efecto de las sales de quitosana en el crecimiento de las colonias de 4. alternata (A),

C. gloeosporiotdes (B) y C. capsici (C).

La produccién de conidios de 4. alternata mostré un
comportamiento variable; se redujo significativamen-
te para el acetato de quitosana a 5000 mg/L y el lac-
tato de quitosana a 10 000 mg/L en comparacién con
el testigo; sin embargo, la conidiacion se estimul6 con

el acetato de quitosana a 15000 mg/L y con el lactato
a 5000 mg/L (Fig. 2 A), aunque no hubo diferencias
significativas con las concentraciones mas bajas en
las dos sales, y si con el testigo para el acetato. Los
resultados en este estudio pudieran deberse al tipo de
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quitosana utilizada. Sanchez et al. (2007) obtuvieron
resultados semejantes con aislados de A4. alternata,
donde el uso de la quitosana al 0,5y al 1,5 % estimulé
la conidiacién, y al 2,5 % no hubo conciliaciéon. Esto
pudiera deberse a una respuesta del patégeno ante una
condicion de estrés, como es la utilizacion de quitosana
a concentraciones menores que la letal.

En las dos especies de Colletotrichum la esporula-
cién fue significativamente menor con el lactato a
2500 mg/L en comparacién con el acetato de qui-
tosana y el testigo (F'ig. 2 By C). Con la lactato a

Gonzalez et al.

15 000 mg/L no hubo crecimiento de las colonias,
por lo que no se produjo esporulacién. Por otro
lado, la produccién de conidios entre las dos espe-
cies de Colletotrichum presenté un comportamien-
to diferente; con el acetato de quitosana para el
C. gloeosporioides fue mas baja a partir 5000 mg/L,
y el C. capsici a 10 000 mg/L. Varios estudios han
demostrado el efecto inhibitorio de la quitosana
sobre la esporulacién de C. gloeosporioides y de
otros hongos causantes de enfermedades en las
plantas [Bautista et al., 2003; Saldivar et al., 2006;
Hernéandez et al., 2007; Gonzalez et al., 2009].
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Las barras representan las medias de la conidiacién * desviacién estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas por la Prueba de Tukey (p <0,05).

Figura 2. Efecto de las sales de quitosana en la conidiacién de A. alternata (A),

C. gloeosporioides (B) y C. capsict (C).

A las cuatro, ocho y 24 h, el lactato y acetato de
quitosana a las cuatro concentraciones redujeron
significativamente la germinacién de los conidios de
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A. alternata (Fig. 3 A, By C). A las 24 h el porcentaje
de germinacién de los conidios fue bajo con el acetato
a las cuatro concentraciones, y para el lactato fue
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a 10 000 mg/L y 15 000 mg/L. Estos resultados no
coinciden con los obtenidos por Sanchez et al. (2007),
quienes encontraron que a las 4 h la germinacion de
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los conidios de Alternaria fue inferior al 50 %, sin
considerar las concentraciones de quitosana, aunque
alas 10 h se alcanzé el 100 % de conidios germinados.
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Las barras representan las medias de la germinacién * desviacién estandar. Letras diferentes

indican diferencias significativas por la Prueba de Tukey (p <0,05).

Figura 3. Efecto de las sales de quitosana en la germinacién de los conidios

de A. alternata a las cuatro (A), ocho (B) y a las 24 h (C).

A las cuatro y ocho horas la germinacién de los
conidios de C. gloeosporioides y C. capsici fue signi-
ficativamente menor con las dos sales de quitosana
que en el testigo. (Fig. 4 A, By Fig. 5 Ay B). A las
24 h, con el acetato a las cuatro concentraciones, la
germinacion de los conidios de C. capsici fue superior
al 60 %, igual que la de C. gloeosporioides a 2500,
5000 y 10 000 mg/L, mientras que a 15 000 mg/L
fue del 10 %. Los mejores resultados en el control
de la germinacién se manifestaron con el lactato de

quitosana a 15 000 mg/L para el C. gloeosporiotdes, y para
C. capsici a partir de 5000 mg/L (Fig. 4 Cy Fig. 5 C). En
este estudio se logré una disminucién de la germinacién de
las especies de Colletotrichum a una concentracién menor
que la informada por Bautista et al. (2005 a), quienes
alcanzaron una inhibicién total de la germinacién de
los conidios de aislados de hongos de C. gloesporiotdes
con quitosana Fluka, laboratorio Sigma Aldrich al 2 %.
Estas diferencias pudieran deberse al tipo de quitosana
utilizadas en ambos estudios.
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Figura 5. Efecto de las sales de quitosana en la germinacién de los conidios

de C. capsict a las cuatro (A), ocho (B) y a las 24 h (C).

Estos resultados demuestran la especificidad de la
quitosana de acuerdo con el género al que pertenecen
los hongos y al tipo de quitosana. El solvente organi-
co utilizado influye en la actividad antifingica de la
quitosana [ Romanazzi et al., 2009].

Varios factores influyen en la bioactividad de la qui-
tosana como su peso molecular, grado de desacetiliza-
cion, distribucién y conformacion del grupo acetil en
la cadena molecular de la quitosana, la concentraciéon
utilizada, naturaleza policaténica de la quitosana,
efecto inhibitorio en la sintesis de enzimas macerantes
producidas por los hongos como la poligalacturonasa,
pectil metil esterasa, pectato liasa y celulasa, pro-
duccién de compuestos fenodlicos [Hernandez, 2004;
Bautista et al., 2005b; Ramos et al., 2011].

Los resultados en este estudio relacionado con la acti-
vidad antifingica de las dos sales de quitosana indican
las perspectivas de este bioproducto en el control de
los tres hongos causantes de enfermedades en frutos
de papaya. Ademas, brindan una herramienta funda-
mental para el futuro manejo de estas enfermedades,
dadas las exigencias de los mercados en cuanto al
consumo de frutas sin residuos quimicos.

CONCLUSIONES

* Las sales de quitosana mostraron actividad an-
tifngica sobre el crecimiento de las colonias, la
concentracion y la germinacién de los conidios de
A. alternata, C. capsici y C. gloeosporioides.

* El efecto de las sales de quitosana varia de acuerdo
con el género, a la especie y estructura somatica y
reproductiva de los hongos.

* El lactato de quitosana a 15 000 mg/L present6 una
mayor accién inhibitoria del crecimiento de las co-
lonias, conidiacién y germinacién de los conidios de

C. gloeosporioides, C. capsici y A. alternata alas 24 h.
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