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RESUMEN 

 

Se evaluó la actividad antifúngica in vitro e in vivo del extracto acuoso de tallo de Verbesina 

sphaerocephala (EATVs) combinado con quitosano para el control de Botrytis cinerea en frutos 

de zarzamora (Rubus fruticosus cv. Tupy). El EATVs se obtuvo mediante infusión (90 °C) y 

maceración en agua:etanol (1:1, v/v) y para la determinación de su efecto antifúngico, se 

realizaron ensayos in vitro con el método de difusión en pozo probando concentraciones de (0-

0.9 mg/mL) del EATVs y de quitosano (1-3%). En la fase in vivo, se utilizaron frutos de 

zarzamora desinfectados e inoculados con una suspensión de esporas (1x103 esporas/mL) de B. 

cinerea. Los frutos fueron recubiertos por inmersión (5 min) y almacenados en frío (10 °C/7 

días) y en simulación de vida de anaquel (25 °C/5 días) para determinar el índice de severidad 

(IS). Mediante los ensayos in vitro, la Concentración Letal Total (CI100) calculada del EATVs 

fue de 1.01 mg/mL, mientras que el quitosano al 2.5% alcanzó un 88% de inhibición. No 

obstante, con la combinación de ambos (CI100 de EATVs + 2.5% quitosano) se logró una 

inhibición total (100%) del crecimiento micelial. En las pruebas con frutos, este mismo 

recubrimiento combinado mostró un 100% de eficacia, eliminando los síntomas de infección 

por B. cinerea durante el periodo de evaluación a 25 °C. Con la adición del extracto acuoso de 

tallo de V. sphaerocephala, se potenciaron las propiedades antifúngicas del quitosano. Esta 

formulación sinérgica constituye una alternativa viable para prolongar la vida de anaquel de la 

zarzamora, manteniendo la calidad del fruto y ofreciendo una protección integral contra el moho 

gris. 

 

Palabras clave: Antifúngico, Botrytis cinerea, extracto, Verbesina, quitosano, zarzamora 

 

ABSTRACT 

 

The in vitro and in vivo antifungal activity of the aqueous extract of Verbesina sphaerocephala 

stem (EATVs) combined with chitosan was evaluated for the control of Botrytis cinerea in 

blackberry fruits (Rubus fruticosus cv. Tupy). The EATVs was obtained by infusion (90 °C) 

and maceration in water:ethanol (1:1, v/v) and for the determination of its antifungal effect, in 

vitro assays were performed with the well diffusion method testing concentrations of (0-0.9 

mg/mL) of the EATVs and chitosan (1-3%). In the in vivo phase, blackberry fruits were 

disinfected and inoculated with a suspension of spores (1x103 spores/mL) of B. cinerea. The 

fruits were coated by immersion (5 min) and stored in cold (10 °C/7 days) and in shelf-life 

simulation (25 °C/5 days) to determine the severity index (SI). By in vitro assays, the calculated 

Total Lethal Concentration (IC100) of the EATVs was 1.01 mg/mL, while chitosan at 2.5% 

reached 88% inhibition. However, with the combination of both (IC100 of EATVs + 2.5% 

chitosan) a total inhibition (100%) of mycelial growth was achieved. In the fruit trials, this same 

combined coating showed 100% efficacy, eliminating symptoms of B. cinerea infection during 

the evaluation period at 25 °C (IS=0). With the addition of the aqueous extract of the stem of V. 

sphaerocephala, the antifungal properties of chitosan were enhanced. This synergistic 

formulation is a viable alternative to prolong the shelf-life of blackberries, maintaining fruit 

quality and offering comprehensive protection against grey mould. 

 

Keywords: Antifungal, Botrytis cinerea, extract, Verbesina, chitosan, blackberry. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

México es uno de los productores más importantes de frutillas o bayas como la zarzamora, con 

niveles de exportación que aumentan cada año y el estado de Michoacán es el principal 

productor a nivel nacional. Durante el transporte y la comercialización (vida de anaquel), los 

frutos de zarzamora sufren pérdidas del 10 al 40%, principalmente por la acelerada maduración 

o por causa del ataque de hongos patógenos (SIAP, 2021). El hongo Botrytis cinerea es uno de 

los fitopatógenos que ocasiona las mayores pérdidas durante la vida de anaquel de estos frutos, 

es el agente causal de la enfermedad conocida como moho gris (Droby et al., 2009; Terrones-

Salgado et al., 2019). La infección generalmente ocurre en los tejidos de las plantas cercanos al 

fruto y permanece latente en campo, activándose la infección durante la postcosecha, 

desarrollándose la enfermedad durante el almacenamiento, transporte o comercialización de los 

frutos (Calvo-Garrido et al., 2014). 

 

Con fines de controlar el ataque de este hongo, en campo se aplican diversos fungicidas 

químicos sintéticos con ingredientes activos como Benomyl 50®, Thiram®, Mancozeb® y 

Captán®. Sin embargo, estos compuestos preocupan por su uso excesivo y a los efectos nocivos 

en la salud pública, en los ecosistemas y en el desarrollo potencial de la resistencia microbiana. 

Para mantener inocuos los frutos durante su comercialización y evitar su contaminación por 

hongos como B. cinerea, se utilizan diversos fungicidas como Ciprodinil + Fludioxonil (Switch), 

Boscalid + Piraclostrobina (Pristine) y Fenilpirrol (Fludioxonil), que pueden representar riesgos 

en la salud de los consumidores sobre todo en frutos como los de zarzamora, que se consumen 

frescos, sin procesamiento (SSM, 2022). 

 

Por lo tanto, es necesario explorar alternativas de control de este tipo de hongos poscosecha y 

así reducir el uso de fungicidas sintéticos (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016; Koch et al., 2017). 

Entre estas, los tratamientos térmicos (agua o aire), la irradiación con luz como la ultravioleta, 

los envases en atmósfera modificada y los recubrimientos con productos naturales vegetales, se 

encuentran entre los más probados (Palou et al., 2008; Kahramanoglu et al., 2022). Los 

recubrimientos de quitosano o quitosán son de los más efectivos para el control de este tipo de 

hongos como B. cinerea y se obtiene como residuo industrial ecológico, ya que su origen está 
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en los desechos industriales de crustáceos de la industria alimentaria, a partir del proceso de 

obtención de la quitina. Es considerado biodegradable y antifúngico, reconocido como un 

compuesto seguro (GRAS) y tiene la particularidad de prolongar la vida útil de los frutos ya que 

presenta buenas propiedades ópticas (color, brillo, resistencia a la luz ultravioleta), propiedades 

de barrera (resistencia al agua y al vapor de agua), así como buenas propiedades mecánicas, 

incluyendo resistencia a la tracción, a la elongación y a la rotura (López-Mata et al., 2013; Darol 

et al., 2016). 

 

La adición a los recubrimientos de quitosano con compuestos fitoquímicos por su actividad 

antifúngica, además les otorgan un carácter polifuncional, como antimicrobiano, antioxidante e, 

incluso, mejoran su calidad organoléptica y nutricional. Debido a esto, diversas investigaciones 

han demostrado la necesidad de realizar estudios que refuercen las propiedades antifúngicas del 

recubrimiento de quitosano, con la adición de compuestos o de extractos vegetales (Bautista-

Baños et al., 2004; Perdones et al., 2012).  

 

Los productos de origen vegetal como los terpenos y los alcaloides, pero principalmente los de 

tipo fenólico (ácidos fenólicos, flavonoides, antocianinas y otros polifenoles), han sido probados 

en diferentes frutos y se consideran aceptables debido a su naturaleza altamente biodegradable 

(Madera-Santana et al., 2019). Diversos ácidos fenólicos y flavonoides, tienen actividad 

antifúngica e inducen la biosíntesis de algunos fitoquímicos protectores de defensa en el fruto, 

ya que pueden retardar la producción de etileno, reducir la actividad de los radicales libres, la 

oxidación y prevenir la degradación enzimática (Ali et al., 2017; Maringgal et al., 2020; Nor y 

Ding, 2020). Las investigaciones indican que este tipo de empaques son ecológicos y presentan 

un alto potencial antifúngico (Matos-González, 2020). 

 

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que el extracto acuoso de tallos 

de V. sphaerocephala presenta actividad antifúngica sobre B. cinerea y particularmente contiene 

un alto contenido de ácidos fenólicos y flavonoides, lo que aporta, también actividad 

antioxidante (Rodríguez-Valdovinos et al., 2019; Rodríguez-Valdovinos et al., 2024). Esta 

especie vegetal pertenece a la familia Asteraceae, es una planta silvestre que desempeña un 

papel fundamental en la medicina tradicional de diversas comunidades en México, por lo que la 
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industria farmacéutica y agrícola la considera de gran interés, debido a los metabolitos 

secundarios aislados que contiene (Ruiz-Jiménez, 2015; Velasco-Ramírez et al., 2019; 

Rodríguez-Valdovinos et al., 2024).  

Debido a lo anteriormente planteado, el objetivo de la presente investigación fue determinar el 

efecto antifúngico del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala sobre B. cinerea tanto en 

ensayos in vitro como adicionado en los recubrimientos de quitosano durante la preservación de 

frutos de zarzamora. 
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2. ANTECEDENTES  

 

2.1. Zarzamora (Rubus fruticosus) 

 

Los frutos de la zarzamora (Rubus fruticosus) son altamente nutritivos por el alto contenido de 

fibra soluble, vitaminas, minerales y compuestos fenólicos, que presentan principalmente 

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerosas (Cuevas-Rodríguez et al., 2010; 

Azofeifa et al., 2013). 

 

Esta especie es de la división Magnoliophyta (angiospermas), clase Magnoliopsida, orden 

Rosales y se clasifica dentro de la familia Rosaceae. Su ubicación taxonómica más específica 

se encuentra en el género Rubus y el subgénero Rubus (anteriormente denominado Eubatus), el 

cual agrupa a un complejo de especies poliploides y frecuentemente híbridas conocidas 

colectivamente como el grupo de las "zarzamoras". Dependiendo de la especie cultivada, se 

pueden identificar ejemplares como Rubus ulmifolius, Rubus fruticosus o híbridos modernos 

desarrollados mediante mejoramiento genético (Huang et al., 2023). En general, son arbustos 

espinosos, caducifolios, perennes, semipostrados a casi erecto, trepadores, con tallo enredado y 

arqueado que crece hasta 3 m a un ritmo rápido. La planta florece a principios del verano y 

finales de la primavera, aunque depende de las condiciones del cultivo y la ubicación. El 

diámetro de cada flor es de aproximadamente 2-3 cm y presenta 5 pétalos de color rosa pálido 

o blanco, estas flores tienen múltiples estambres y después de la caída de los pétalos, el fruto 

desarrolla un agregado de drupas (polidrupa) que se vuelven verdes antes y luego se tornan rojas 

o negras al madurar. El color de la fruta y del jugo es un parámetro importante desde el punto 

de vista comercial, ya que los consumidores evalúan el producto según su apariencia (Hummer 

et al., 2007). 

 

Su cultivo tiene gran importancia comercial, ya que constituye inversiones considerables de capital 

en nuestro país, por lo que, en los últimos años, la producción de zarzamora ha aumentado en un 

335%, siendo los estados de Michoacán, Jalisco, Hidalgo y México, los principales productores, 

debido a que tiene una rentabilidad elevada y un buen posicionamiento en el mercado mundial. En 

solo una década, México ha logrado posicionarse como el principal productor y exportador de esta 
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frutilla, en la que Michoacán produce el 95% de la producción nacional, de los cuales, los 

municipios de Los Reyes y Peribán, alcanzan el 60%. Los principales destinos de exportaciones 

son Estados Unidos, Alemania, Países bajos, Reino Unido y España (FAOSTAT, 2020; SIAP, 

2021; SADER, 2024). 

 

En México se han introducido diversos cultivares como Cherokee, Comanche, Cheyenne, 

Shawnee, Choctaw y Brazos, originarias del programa de mejoramiento genético de la Universidad 

de Arkansas en E.U.A., de los cuales han predominado en México los cultivares Brazos y Tupy, 

debido a ambos poseen porte semierecto y espinas (Strik et al., 2007).  En la última década, se han 

introducido nuevos cultivares como Yosemite, Fenomenal, Sweet Karoline, Kiowa, Osage e 

Isabela. Sin embargo, en Michoacán más del 90% de la producción es del cultivar Tupy, esto se 

debe a la excelente adaptación del fruto al clima del estado antes mencionado, ya que a los frutos 

de zarzamora les favorece un clima subtropical húmedo, con una temperatura de entre 16 a 25 °C. 

Este fruto se encuentra con mayor disponibilidad en los meses de abril, mayo, junio, noviembre y 

diciembre. (SIAP, 2021). Este cultivar destacó del resto, dado que presenta un fruto de buena 

consistencia que permite una mayor vida de anaquel, lo cual facilita su transporte en camiones 

refrigerados, reduciendo los costos de comercialización, además de tener un gran tamaño, color y 

sabor (SADER, 2020).  

 

2.1.1. Rubus fruticosus cv. Tupy 

 

Este cultivar de zarzamora fue obtenido por el programa de mejoramiento de Embrapa Pelotas 

(RS, Brasil) y es un híbrido de la cruza de los cultivares Comanche y clon desconocido llamado 

'Uruguay', originario de ese país. Esta variedad presenta un tallo con numerosas espinas cortas 

y afiladas, cuyo hábito de crecimiento es erecto, sus hojas son grandes y palmeadas, cuenta con 

flores de cinco pétalos blanquecinas de 2 a 3 cm de diámetro (Rubio-Ochoa et al., 2019) (Figura 

1). Entre sus diferentes cualidades, los frutos de zarzamora pueden consumirse fresco o 

procesado y son muy utilizados para la elaboración de mermeladas, pasteles, helados, zumos, 

vinos y licores, y puede consumirse como fruto seco (Antunes, 2002; Clark y Finn, 2008). La 

aceptación del producto depende del sabor de la calidad de los frutos, que está compuesto por 

compuestos volátiles y también del equilibrio entre ácidos y azúcares. El metabolismo de los 

frutos durante la maduración, la manipulación posterior a la cosecha y el almacenamiento son 
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determinantes para la producción de volátiles de sabor y también dependen de factores como la 

etapa de maduración y las especies vegetales (Riu-Aumatell et al., 2004; Christensen et al., 

2007; Jacques et al., 2014). 

De acuerdo a Rubio-Ochoa et al. (2019), los frutos de zarzamora cv. Tupy tienen en promedio 

una longitud de 4.6 cm, con hasta 64 drupillas y un peso promedio de 7.2 g. La composición 

proximal muestra un pH de 3.3, un porcentaje de humedad de 87.7%, con un contenido de 1.56 

de azúcares reductores y 9.8 de sólidos solubles (ºBrix). 

Figura 1. Morfología de la zarzamora. Planta (A), flores (B) y frutos (C) de zarzamora 

(Rubus fruticosus cv. Tupy) (Crédito: (A) KENPEI, KENPEI´s photo, licencia 

CC BY-SA 3.0; (B y C) Herrera Molina, C. A., 2022). 

2.1.2. Afectaciones en la producción de zarzamora 

La pérdida poscosecha de frutos de zarzamora tiene diversos orígenes, desde la naturaleza no 

climatérica del fruto, lo que indica que desde su recolección comienza la etapa de deterioro, que 

se manifiesta específicamente como leakers (deshidratación del fruto y exudación de líquidos) y 

regresión o reversión, estado en el cual la polidrupa comienza a tornarse de color rojo, cuando el 

color en su estado de maduración es morado intenso. Otro reto con el que se enfrentan los 

productores de zarzamora, es la cubierta cerosa tan frágil que posee y que únicamente el transporte 
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de los frutos es mediante cadena de frío. De manera general, la vida de anaquel para los frutos de 

zarzamora es de 2 a 5 días sin cadena de frío, y de 10 a 12 días respetando la cadena de frío en los 

frutos, por lo que la vida de anaquel de este producto es corta (Muratalla et al., 2013; Rivadeneira, 

2022). 

Aunado a estos problemas, el cultivo de zarzamora también es afectado por problemas 

fitosanitarios como por el ataque por pulgones, araña roja (Tetranychus urticae), ácaro del berry 

rojo (Acalitus essigi), trips, enrolladores de la hoja y mosca del vinagre de alas manchadas 

(Drosophila suzukii). Dentro de los factores que intervienen en la pérdida de los rendimientos del 

cultivo de zarzamora, representando altos riesgos económicos y sociales, está el ataque producido 

por hongos fitopatógenos, siendo las enfermedades más comunes en la planta:  la cenicilla 

ocasionada por el hongo Podosphaera aphanis, antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), el 

mildiú de la zarzamora (Peronospora sparsa), la marchitez de la corona o pudrición de la raíz 

(Fusarium oxysporum) y el moho gris, producido por Botrytis cinerea. Este último afecta a los 

frutos, generando hasta el 100 % de pérdidas durante la poscosecha, aún sin manifestación de 

síntomas de enfermedad en el campo (Juárez-Becerra et al., 2010; Dean et al., 2012; Brown y 

Proctor, 2013; CESAVEG, 2024). 

2.2. Moho gris en frutos de zarzamora 

Botrytis es un género de hongos fitopatógenos, de la familia Sclerotiniaceae (Phylum Ascomycota, 

Clase Discomycetes, Orden Heliotales), la fase anamorfa o asexual es B. cinerea,  puede infectar 

a las plantas por medio de micelio, de conidios y esclerocios con paredes celulares más gruesas 

que facilitan su conservación, como se observa en la figura 2 (Kendrick, 2000), aunque también 

se puede encontrar en la naturaleza en una fase teleomorfa o sexual, clasificado como Botryotinia 

fuckeliana, el cual se caracteriza por un cuerpo fructífero que posee una apotecia parda y 

ascosporas, como se observa en la figura 3 (Domínguez, 2021). 
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Figura 2. Fase anamorfa o asexual de Botrytis cinerea. A) B. cinerea cultivado in vitro; 

B) Conidios; C) Esporas. (Imagen propia).

Figura 3. Fase teleomorfa de Botryotinia fuckeliana. A) Cuerpo fructífero; B) 

Ascosporas.  (Crédito: Rubio-Domínguez, E., 2021). 

B. cinerea es un hongo afecta a más de 200 especies de plantas, incluidas las frutillas como la 

zarzamora durante el cultivo o en poscosecha. Es causante de la podredumbre gris o denominada 

también “moho gris” en diferentes órganos de las plantas como flores, frutos, hojas y raíces, puede 

crecer incluso después de largos periodos en congelación (Williamson et al., 2007). Un síntoma 

característico de la enfermedad, es la rápida aparición de lesiones marrones sobre los diferentes 

tejidos de la planta, causando putrefacción acuosa por lo que fácilmente afecta a los tejidos de las 

plantas o frutos circundantes hasta infectar completamente, cuando se desarrolla el micelio se 

produce el “moho gris” (Juárez-Becerra et al., 2010). 
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En los frutos, el moho gris avanza hasta cubrirlos y finalmente momificarlos, causando pérdida 

total de éstos, uno de los principales problemas es cuando se cosechan frutos contaminados sin 

síntomas, los cuales se hacen presentes en poscosecha, durante la vida de anaquel (Revollar-

Alviter, 2011) (Figura 4). En el caso de la zarzamora, puede causar pérdidas hasta del 100 % en 

poscosecha si no se realiza un buen manejo en campo. En Michoacán se han aislado e identificado 

cepas de B. cinerea con alta agresividad, ya que ocasionan lesiones grandes y su periodo de 

infección es más corto, en comparación con cepas de otros estados del país, como Colima, Estado 

de México, Jalisco y Morelos (Terrones et al., 2019). Esta enfermedad requiere de un enfoque 

preventivo para su manejo, ya que la falta de síntomas en campo no indica la falta de infección de 

los frutos (Rebollar-Alviter, 2011).  

Figura 4. Frutos de zarzamora: A) Fruto sano durante su vida de anaquel; B) Fruto infestado 

por B. cinerea en condiciones poscosecha. (Imagen propia). 

2.2.1. Control de moho gris en el cultivo de zarzamora 

Actualmente, el control se realiza mediante técnicas de agricultura convencional, utilizando 

estrategias para la erradicación de los hongos fitopatógenos que consisten en el empleo de 

fungicidas de síntesis química, los cuales suelen utilizarse en dosis más altas que las recomendadas 
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y bajo aplicaciones que resultan contraproducentes para la salud pública y desencadena problemas 

como: enfermedades respiratorias, parasitarias, congénitas, y cáncer.  Estos fungicidas además son 

de alto impacto negativo y por su uso desmedido, se acumulan en las plantas, en el suelo y 

contaminan los mantos acuíferos, por lo que son considerados compuestos tóxicos potencialmente 

dañinos para el humano y el ambiente, contribuyendo también a la aparición de cepas fúngicas 

resistentes (Singh et al., 2007; Jeschke, 2016; Mitra et al., 2021). El uso de fungicidas contra el 

moho gris, representa el 8% del mercado mundial de fungicidas (Barres et al., 2016). Durante el 

año 2022, Michoacán presentó el 5% de las intoxicaciones totales nacionales por plaguicidas, 

principalmente con síntomas de dolor intenso de cabeza, vómitos, mareos y dificultad de respirar. 

Indirectamente, la población en general absorbe los químicos provenientes de fungicidas, 

ocasionando problemas respiratorios, alergias, dolores de cabeza, mareos, falta de apetito e incluso 

enfermedades graves como cáncer y problemas neurológicos que finalizan incluso en suicidios 

(SSM, 2022; Paniagua et al., 2022).  

 

Algunos productos químicos empleados en la precosecha, de manera general para combatir hongos 

fitopatógenos en zarzamora como Podosphaera aphanis, Sphaeroteca macularis, Colletotrichum 

gloeosporioides y Peronospora sparsa, incluyen compuestos activos como azoxistrobin, 

fluoxastrobin, oxicloruro de cobre y la combinación de cyprodinil + fluoxastrobin (Cuadro 1) 

(CESAVEG, 2024; Syngenta, 2018; UPL, 2018; Adama, 2021; Syngenta, 2024). 

 

En el cuadro se observa el modo de acción de cada fungicida, el C3 significa que es un inhibidor 

de la respiración mitocondrial, ya que afecta al complejo III del citocromo bc1, inhibiendo el sitio 

QO1 y detiene la producción de ATP, provocando así la muerte del hongo. M, es un mecanismo 

multisitio que afecta a varias funciones de la célula como: respiración celular, producción de 

energía, síntesis de aminoácidos. D1, afecta a mecanismos metabólicos, especialmente la 

biosíntesis de metionina y E2 inhibe la germinación de esporas y crecimiento de micelio porque 

inhibe la respiración mitocondrial y la síntesis de esteroles, bloqueando así la energía celular 

(Fungicide Resistance Action Committee, 2019). 
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Cuadro 1. Fungicidas químicos sintéticos utilizados para controlar enfermedades de 

zarzamora. 

 

Fungicidas Enfermedad Compuesto 

activo 

Subgrupo 

químico 

Modo 

de 

acción 

Uso 

 

Amistar ® 

Cenicilla 

Podosphera 

aphanis 

 

 

Azoxistrobin 

 

Metoxiacrilatos 

 

C3 

Preventivo y 

o curativo 

 

VIGOLD® 

Cenicilla 

Sphaeroteca 

macularis 

 

 

Fluoxastrobin 

 

Metoxicarbamato 

 

C3 

 

Preventivo 

 

OXICOB85® 

Antracnosis 

Colletotrichum 

gloeosporioides 

 

Oxicloruro 

de cobre 

Inorgánico 

cúprico 

 

M 

 

Preventivo 

 

SWITCH® 

Mildiú de la 

zarzamora 

Peronospora 

sparsa 

 

Cyprodinil + 

Fluoxastrobin 

 

Pirimidinas + 

fenilpirroles 

 

 

D1 + E2 

 

Preventivo 

O curativo 

 

 

 

Específicamente para eliminar la enfermedad de moho gris, se emplean fungicidas como el 

Captan50®, cuyo compuesto activo es captán, del grupo de las carboxiamidas, con el sitio de 

acción M (Multisitio), es curativo y preventivo, es decir que se utiliza antes de que la enfermedad 

se manifieste y también en etapas tempranas de está (Adama, 2021). También se utiliza 

ELEVAT®, cuyo ingrediente activo es la Fenhexamida, perteneciente a la familia de la 

hidroxianilida, es preventivo y su modo de acción es el código frac (Fungicide Resistance Action 

Committee) 17, inhibiendo la síntesis de ergosterol, inhibiendo así la germinación de esporas y el 

tubo germinativo (UPL, 2018); otro fungicida utilizado es Scala® del ingrediente activo 

pirimetanil y es sistémico-local, con precaución v en la categoría toxicológica, su método de acción 

es inhibir la síntesis y secreción de enzimas hidrolíticas esenciales para la infección fúngica, es 

preventivo y curativo (Bayer, 2024).  
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Nuevas propuestas incluyen el cambio a la agricultura orgánica, incorporando el uso de 

bioinsumos, incluyendo fungicidas de origen natural, los cuales tienen mayor eficacia, en menor 

tiempo y menor concentración, además de poder aplicarse en diferentes condiciones ambientales 

y para diversas enfermedades. Varios biofungicidas provienen de especies de plantas y son 

aplicados como aceites esenciales o extractos vegetales, muchas de estas sustancias son 

generalmente reconocidas como segura (GRAS) por la Administración de Alimentos y 

Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (Mesa et al., 2019). Por lo anterior, es necesario la 

búsqueda de alternativas con nuevos enfoques hacia el cuidado ambiental, con responsabilidad 

social que eviten o disminuyan, la aparición del moho gris en frutos de zarzamora, sobre todo en 

poscosecha, que eviten o disminuyan la aparición del moho gris en frutos de zarzamora durante su 

vida de anaquel y que puedan ser aplicados durante el crecimiento y durante la poscosecha de los 

frutos. 

2.2.2. Alternativas de tratamientos en frutos poscosecha de zarzamora 

Los tratamientos tradicionales en frutos poscosecha de zarzamora, incluyen el uso de fungicidas 

químicos sintéticos permitidos por diversas organizaciones nacionales e internacionales, para 

alargar la vida de anaquel de los frutos de zarzamora, como son: el ingrediente activo fludioxonil, 

de la familia de los fenilpirroles, fungicida de contacto que inhibe a la proteína cinasa, inhibiendo 

el crecimiento micelial del hongo, se utiliza en combinación con otros ingredientes activos como 

el cyprodinil, generando SWITCH®,  un químico con categoría toxicológica III, ligeramente 

peligroso (Syngenta, 2024).  BOSCALID50® es otro fungicida empleado en la poscosecha, su 

ingrediente activo es la boscalida, de la familia de las carboxiamidas, es preventivo y curativo, e 

inhibe el complejo II de las mitocondrias y reduciendo la producción de aminoácidos, es categoría 

toxicológica III (DVA, 2023). E incluso, se utiliza el ROVRAL50® un fungicida cancelado y 

restringido en varios países como E.U.A, por la agencia de protección ambiental , aunque el 

etiquetado indica “Precaución en su manejo”, siendo la categoría toxicológica de IV, cuyo 

ingrediente activo es la iprodiona, de la familia de las dicarboximidas, es del grupo FRAC 2 porque 

inhibe la respiración del complejo II-SDHI (succinato deshidrogenasa), para bloquear el 

metabolismo de los hongos (EPA, 1999; FMC, 2019; Fungicide Resistance Action Committee, 

2019). 
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Algunas alternativas actuales de tratamientos poscosecha en frutos de zarzamora comprenden 

el uso de atmósferas modificadas con 15-20 % de CO2 (dióxido de carbono) y 5-10 % de O2 

(oxígeno), con una humedad relativa del 90-95 %, a 0°C, dentro de los empaques y así aumentan 

su vida de anaquel de 2 a 5 días, sin embargo, este tratamiento puede ocasionar pérdida de sabor 

y pardeamiento en los frutos. En otros tratamientos, los frutos son sometidos en túneles de 

congelación a 0°C y 90 % de humedad relativa, o congelación IQF (congelación rápida 

individual) en la que se utilizan temperaturas de -30 °C a -20 °C (Muratalla et al., 2013). La 

refrigeración también ha sido utilizada, con la temperatura de entre 2 y 5 °C con humedad 

relativa de 90- 95 %, para aumentar la vida de anaquel de las zarzamoras por 14 días (Perkins-

Veazie, 2017).  

Actualmente, se emplean empaques inteligentes, que se refieren al recipiente en el que se 

colocan y suele estar en contacto directo con los productos. Su objetivo es ofrecer inocuidad, 

fácil identificación y seguridad a los alimentos. También existen los empaques activos, que están 

adicionados con sustancias funcionales que extienden la vida de anaquel, siendo 

antimicrobianos, antioxidantes o tienen control de agua, de aromas, y gases. Este tipo de 

empaques interactúan directamente con el producto para mejorar su calidad y son aplicados en 

forma de películas o recubrimientos (Caicedo-Perea et al., 2022). 

2.3. Recubrimientos comestibles de frutos poscosecha 

Los recubrimientos aplicados en alimentos, como hortalizas y frutas, son estructuras comestibles 

que se aplican por medio de inmersión, aspersión o una disolución, secándose sobre el alimento 

a conservar (Solano-Doblado et al., 2018), a diferencia de las películas comestibles, estás se 

preparan de forma separada y se aplican una vez realizadas (Sharma y Rao, 2015). 

Los recubrimientos se eligen de acuerdo a diferentes características, entre las cuales se 

encuentran los costos, la disponibilidad de los materiales, la estabilidad química, las propiedades 

mecánicas y ópticas que aporten al producto, que permitan el intercambio de gases entre el fruto 

y el ambiente, la adherencia al fruto y también que posean protección contra microorganismos 

(Anaya-Esparza et al, 2020). Se han utilizado recubrimientos con gel de aloe vera en nectarina, 
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y se observó que retrasa la maduración, además de ser antifúngico contra Rhizopus stolonifer, 

Botrytis cinerea y Penicillium digitatum (Navarro et al., 2011). También se ha ensayado goma 

arábiga en plátano contra el hongo Colletotrichum musae (Maqbool et al., 2010). También se 

han realizado recubrimientos de almidón de tapioca modificado con cera de abeja 2 % p/v, 

mediante aspersión en frambuesa y han aumentado la vida de anaquel por 16 días a 4°C y 88 % 

de humedad relativa, aunque la producción de etileno aumentó si hubo intercambio de gases 

(Pérez-Gallardo et al., 2015). Los recubrimientos de yuca al 2.5 %, en frutos de zarzamora, 

presentan pérdida de masa y mayor incidencia fúngica a 0°C. Los recubrimientos de Kéfir al 20 

% (películas transparentes), alargan la vida de anaquel de zarzamora a 6 días, pero presentan 

incidencia fúngica a 0 °C, y los recubrimientos de quitosano al 1.5 %, presentan deterioro e 

incidencia fúngica a 10 °C, aunque la vida de anaquel se extendió a 7 días, en esta investigación, 

se menciona que las condiciones de almacenamiento a 10 °C y 0°C no fueron eficaces para 

reducir perdidas en frutos durante la poscosecha, ya que la vida útil de las zarzamoras si fue 

reducida (Oliveira et al., 2014).  

2.3.1. Recubrimientos de quitosano en frutos poscosecha 

El quitosano es empleado como recubrimiento en frutos, ya que posee características como: alta 

adherencia en los frutos, es inodoro e insípido, aporta características ópticas (brillo y 

transparencia), mecánicas (tensión y flexibilidad), y de barrera contra microorganismos, además 

es reconocido como un alimento GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro) por la FDA 

(siglas en inglés de “Administración de Alimentos y Medicamentos” de EEUU), porque es 

biodegradable, biocompatible y no es tóxico (Anaya-Esparza et al, 2020). 

El quitosano es un biomaterial libre de toxicidad, pero con afinidad química, física y biológica. 

Entre muchas aplicaciones actuales, se incluye el área de la biomedicina, la agricultura, la industria 

papelera, cosmética, textil y dentro del área de la biotecnología alimentaria, se emplea para la 

preservación de alimentos y antioxidantes, fabricación de películas para empaques ya que posee 

propiedades antibacterianas y antifúngicas. Este biopolímero catiónico se puede funcionalizar con 

materiales activos químicos y ecológicos desde muy bajas concentración (Romero y Pereira, 

2020), es una molécula biodegradable sin efectos tóxicos para la salud humana, [poli beta-(1-4)-
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2-amino-2- desoxi-D-glucopiranosa], un biopolímero catiónico producido por la desacetilación 

química de la quitina, que se encuentra en los exoesqueletos de crustáceos e insectos (Darol et al., 

2016) y se ha evaluado para el control de enfermedades fúngicas en poscosecha (López-Mata et 

al., 2013).  

 

El quitosano posee actividad antifúngica ya que inhibe el crecimiento micelial, la esporulación y 

la germinación de diferentes hongos como B. cinerea (Arceo-Martínez et al., 2019). También, el 

quitosano se ha aplicado como un recubrimiento comestible en frutos y vegetales, que, por sus 

propiedades, limita la pudrición por hongos y retrasa su maduración (Bautista-Baños et al., 2016). 

Con diversas investigaciones se han demostrado las propiedades de los recubrimientos elaborados 

a base de quitosano, ya que además de prolongar la vida útil de los alimentos, presenta buenas 

propiedades ópticas (color, brillo, resistencia a la luz ultravioleta), propiedades de barrera 

(resistencia al agua y al vapor de agua), así como buenas propiedades mecánicas, incluyendo 

resistencia a la tracción, a la elongación y a la rotura (Leceta et al., 2015).  

 

El quitosano en concentraciones de 4 mg/mL y 8 mg/mL adicionado con aceite esencial de Citrus 

x aurantifolia a 20 µl/mL inhibe al hongo B. cinerea in vitro en un 47 % y adicionado con el aceite 

esencial de orégano (Origanum vulgare) a una concentración de 1.25 mg/mL inhibe un 100 % a 

este hongo (Ruiz y Ramos, 2021). También, se ha reportado que el quitosano al 1 %, de peso 

molecular medio, adicionado con extracto pulverizado de Salvia fruticosa en la concentración de 

500 mg/mL, inhibe a B. cinerea en un 92.1 % a 10 °C y en 81.2 % a 25 °C (Kanetis et al., 2017).  

 

El peso molecular del quitosano influye en la funcionalidad del mismo, generalmente, el de alto 

peso molecular posee baja solubilidad en medios acuosos, al contrario del quitosano de bajo peso 

molecular que es más soluble en medios acuosos. Una de las diferencias entre el quitosano de bajo 

peso molecular y el de alto peso molecular es la viscosidad en el medio acuoso, ya que, en el 

quitosano de bajo peso molecular, la viscosidad es menor. Entre más bajo es el peso molecular del 

quitosano, la biodegradabilidad, biocompatibilidad y activad son mejores (Romero y Pereira, 

2020; Suryani et al., 2022). 
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En diversas investigaciones se ha observado que el peso molecular influye en la respuesta del 

quitosano contra los hongos Penicillium digitatum, Botryodiplodia lecanidion y B. cinerea, al 

experimentar con un quitosano de peso molecular bajo, la inhibición es más alta, en comparación 

al quitosano de alto peso molecular (Chien et al., 2006), Penicillum italicum mostró mayor 

inhibición al utilizar quitosano de bajo peso molecular respecto al quitosano de alto peso molecular 

(Lee et al., 2017). El quitosano de peso molecular medio es fungistático después de 144 h de 

almacenamiento, contra el hongo Rhizopus oryzae y Fusarium oxysporum, pero el quitosano de 

bajo peso molecular al 2.5 % y 3 % inhibe a los dos hongos por seis días y dos días en frutos de 

fresa, respectivamente (Castañeda-Ramírez et al., 2016). 

2.4. Extractos vegetales antifúngicos como aditivos en recubrimientos de frutos 

La adición de componentes como los compuestos derivados de plantas a los recubrimientos de 

quitosano, es una estrategia de mejora en el almacenamiento poscosecha de frutas y verduras. La 

adición de extractos de diferentes plantas, principalmente medicinales, promueven una mejora en 

la actividad antifúngica y proveen propiedades antioxidantes (Bautista-Baños et al., 2016). Una 

gran cantidad de plantas contienen una mezcla compleja de moléculas de diversa naturaleza 

química, como los del grupo de los fenólicos, los cuales han mostrado una alta actividad 

antifúngica además de la antioxidante. Se han preparado recubrimientos de quitosano adicionados 

con aceite esencial de cítricos (Randazzo et al., 2016), de Minthostachys mollis (muña) (Calero et 

al., 2021), así como el aceite esencial de plantas de uso común como limón (Perdones et al., 2012) 

y de la semilla de durazno (Priyadarshi et al., 2018). En el cuadro 2 se muestran resultados de 

diversas investigaciones que demuestran la efectividad antifúngica en frutos recubiertos durante 

la poscosecha. 

Los extractos vegetales que se adicionan a los recubrimientos de quitosano, suelen contener 

metabolitos secundarios, que se originan durante el crecimiento y el desarrollo de las plantas, y se 

dividen en cuatro grupos principales: terpenos, alcaloides, glucósidos y compuestos fenólicos 

(Kozikowski et al., 2003). Los compuestos fenólicos o fenilpropanoides provienen de la ruta 

metabólica del ácido shikímico y el ácido malónico, se clasifican según la cantidad de anillos 

aromáticos unidos a uno o más grupos oxidrilo. Estos compuestos mejoran la vida útil de los 
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alimentos, porque evitan la oxidación y el crecimiento de microorganismos, además se añaden a 

matrices de polisacáridos como el quitosano, para fortalecer las propiedades mecánicas y reducir 

o equilibrar el contenido de agua de los alimentos para así mantener su calidad durante la vida de

anaquel. Disminuyen la gravedad de las infecciones fúngicas, pero depende de la estructura 

molecular del metabolito y la concentración que se aplique (Ávalos y Pérez, 2009; Aguilar-Durán 

et al., 2020; Pan et al., 2024). Además de presentar las anteriores características, los polifenoles 

también presentan actividad antioxidante que preserva la calidad, el sabor, olor y valor nutricional 

de los alimentos (Martin, 2018) y esto se debe principalmente a la capacidad de atrapar o inhibir 

la producción de radicales libres (Shahidi y Ambigaipalan, 2015). 

Cuadro 2. Efectividad antifúngica de recubrimientos de quitosano adicionados con extractos 

vegetales. 

Fruto Recubrimiento Aditivo Hongo Inhibición 

(%) 

Referencia 

Uva Quitosano Extracto 

acuoso de 

semilla de uva 

Botrytis cinerea 

63.9 

Xu et al., 

2007 

Fresa Quitosano Aceite esencial 

limón 

Botrytis cinerea 70 Perdones 

et al., 2012 

Papaya Quitosano + 

glicerol 

Aceite esencial 

de mandarina 

Colletotrichum 

gloeosporioides 80 

García-

Mateos 

et al., 2022 

Fresa Quitosano Aceite esencial 

de shiso 

Botrytis cinerea 70 Wang 

 et al., 2022 

2.4.1. Mecanismos de acción antifúngica 

Un mecanismo de acción es el efecto directo del fungicida sobre el hongo, así como las reacciones 

bioquímicas que provocan cambios fisiológicos para generar la muerte del hongo, de los cuales 

existen cuatro principales mecanismos, los que se muestran en la figura 5 (Melgarejo-García, 

2011; Villa-Forte y Wasserman, 2025). 

Los metabolitos secundarios que las plantas producen tienen diferentes modos de acción, por 

ejemplo: los alcaloides obstruyen vías metabólicas de los hongos, inhibiendo su crecimiento y 
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reproducción, también inhiben enzimas y elementos estructurales en los hongos (Gywaly y 

Ibrahim, 2014); los sesquiterpenos dañan membranas fúngicas, afectando la homeostasis celular 

de los hongos (Salari et al., 2016); los ácidos fenólicos acceden a la pared celular e inhiben su 

desarrollo; los fenoles tienen diferentes mecanismos de acción sobre los hongos, por los grupos 

OH- que contienen y son esenciales para que puedan inhibir a los hongos. 

 

 

 

Figura 5. Mecanismos de acción de fungicidas. Fuente de Información: Melgarejo-García, 

2011; Villa-Forte y Wasserman 2025. 

 

 

Principalmente desacoplan la fosforilación oxidativa, afectando a la mitocondria y directamente a 

la producción de ATP, dejando al hongo sin energía para sobrevivir (Morales et al., 2017), otro 

mecanismo que ocurre es la inhibición de la biosíntesis de ergosterol, el cual se encuentra en la 

membrana celular de los hongos y su inhibición afecta a su integridad (Wang et al., 2019).  Los 

flavonoides inhiben la germinación de esporas de hongos, porque las deshidratan y también 

bloquean el tubo germinativo (Friedman, 2007). Es importante prevenir el desarrollo de la 

resistencia de los hongos a productos naturales, evitando el emplearlos con frecuencia y en dosis 

más altas que las recomendadas, para evitar la resistencia por la selección natural de los hongos 

(Shamkhi, 2025) 
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2.5. Género Verbesina L. (Asteraceae, 1753. Species Plantarum) 

La familia Asteraceae es la más numerosa de la flora de México por la cantidad de géneros y de 

especies que comprende. Tiene una amplia distribución geográfica y las plantas se han 

investigado por la alta producción de metabolitos secundarios, lo que les permite adaptarse a 

diferentes climas, muchas veces como malezas. Algunos metabolitos secundarios que se pueden 

encontrar en estas plantas son: terpenos, ácidos fenólicos y flavonoides, a los cuales se les 

atribuye una alta actividad fungicida sobre diversos hongos fitopatógenos que afectan a la 

zarzamora, como: Arthuriomyces peckianus (roya anaranjada), Peronospora sparsa (mildiú), 

Fusarium oxysporum (pudrición de la raíz), Colletotrichum gloeosporioides (antracnosis) y 

Botrytis cinerea (moho gris) (Villaseñor, 2018; Contreras et al., 2019). 

El género Verbesina perteneciente a esta gran familia (Asteraceae), un grupo de plantas 

empleadas en la medicina tradicional mexicana, actualmente, se han realizado investigaciones 

enfocándose en los componentes bioactivos para garantizar seguridad a las personas que lo 

utilizan, encontrando dentro de su perfil químico metabolitos secundarios como terpenos, 

flavonoides y alcaloides, los cuales son fungistáticos y fungicidas. Por ejemplo, al emplear 

extractos acuosos de inflorescencias de Verbesina macrophylla se observó que inhibieron al 

hongo filamentoso F. oxysporum en un 12 % con la concentración de 200 µg/mL y un 14 % con 

la concentración de 400 µg/mL, pero el extracto acuoso de hojas no lo inhibió (de Almeida, 

2024). El extracto con acetato de etilo de inflorescencias de Verbesina lanata inhibe en un 100% 

al hongo Plasmopara viticola (mildiú velloso de la vid) con la concentración de 35 µg/mL 

(Ramseyer et al., 2017).  Los extractos metanólicos de hojas y tallos de la planta Verbesina 

encelioides inhiben a los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus niger con 100 µg/mL, el más 

efectivo fue el extracto de hojas, inhibiendo 15-16 mm a A. flavus en relación al control, en 

donde se inhibió 0 mm al hongo. (Kumari y Meena, 2025). 

2.5.1. Verbesina sphaerocephala A. Gray (Proc. Amer. Acad. Arts 22: 428, 1887) 

V. sphaerocephala es conocida coloquialmente como “capitaneja”, “capitana”, “vara blanca” o 

“Agatapu k’ eri”. Es una planta melífera herbácea, perteneciente a la familia Asteraceae, que crece 
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en bosques de pino, encino y matorrales, a una altitud de 1200 a 2200 m, es endémica de 

Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacán y Nayarit. Su floración es de agosto a noviembre, 

generalmente con tallos erectos de 1.5 a 3 m de altura, con capítulos florales amarillos (Figura 6). 

En diversas comunidades del estado de Michoacán, es empleada como planta melífera y por sus 

propiedades medicinales (Rzedowski et al., 2011; Bello-González et al., 2015). La parte aérea de 

la planta Verbesina sphaerocephala se emplea tradicionalmente en afecciones como úlceras y 

condiciones ginecológicas, aplicándola vía tópica, después de realizar una decocción (Ahmed et 

al., 2024). 

 

 

 

Figura 6. Verbesina sphaerocephala. A) Planta; B) Inflorescencias; C) Tallo y hojas. 

(Imágenes propias).  

 

 

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado la actividad antibacteriana de los extractos 

metanólicos de hojas y flores de V. sphaerocephala en Escherichia coli y Staphylococcus aureus, 

en esta investigación, además, se determinó el contenido total de ácidos fenólicos, flavonoides, la 

capacidad antioxidante y además se realizó un análisis por HPTLC (cromatografía de capa fina de 

alto rendimiento) y se encontró al flavonoide rutina como el compuesto mayoritario (Rodríguez-

Valdovinos et al., 2021). El extracto acuoso de tallo de esta planta presenta actividad antifúngica, 

según la investigación de Rodríguez-Valdovinos et al. (2024), mostrando una concentración 

inhibitoria media (CI50) de 0.10 mg/mL y una concentración inhibitoria total (CI100) de 0.24 
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mg/mL sobre B. cinerea, identificando a los compuestos fenólicos: ácido protocatecuico, ácido 

vainillínico, ácido p-cumárico, vainillina y rutina como los principales responsables de esta 

actividad. También se han investigado los hidrolatos de hojas y tallos, los cuales se ensayaron con 

el hongo Botrytis cinerea, resultando que el hidrolato más eficaz contra B. cinerea fue el que se 

obtuvo a partir de tallos, en el cual la IC50 fue de 1.3 mg/mL y la IC100 es de 27 mg/mL, según la 

investigación Aguilar-Mejía et al. (2023). Es conveniente resaltar que este tipo de propiedad ha 

sido demostrada solamente en bioensayos in vitro. 
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3. JUSTIFICACIÓN

Diversas investigaciones han demostrado la necesidad de realizar estudios que refuercen las 

propiedades antifúngicas de los recubrimientos de quitosano, con la adición de compuestos o de 

extractos vegetales. En la presente investigación, se propone el uso del extracto acuoso, 

compuesto por ácidos fenólicos y flavonoides, obtenido de tallos de V. sphaerocephala, ya que 

éstos han demostrado actividad antifúngica en bioensayos in vitro, con un alto potencial para 

enriquecer recubrimientos de quitosano que incrementen el poder antifúngico y proporcionen 

propiedades nutracéuticas, como la antioxidante. 

Con los frutos de zarzamora recubiertos de quitosano, adicionados con el extracto acuoso de 

tallos de V. sphaerocephala, es necesario realizar una estrategia para la obtención de frutos 

que no desarrollen la enfermedad del moho gris durante su vida de anaquel o poscosecha. 



23 

4. HIPÓTESIS

Los recubrimientos de quitosano adicionados con el extracto acuoso de tallo de V. 

sphaerocephala incrementan la actividad antifúngica contra B. cinerea durante la preservación 

de frutos de zarzamora (Rubus fruticosus cv. Tupy) poscosecha. 
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General 

Determinar la actividad antifúngica de recubrimientos de quitosano adicionados con el extracto 

acuoso de tallo de V. sphaerocephala sobre B. cinerea durante la preservación de frutos de 

zarzamora (Rubus fruticosus cv. Tupy) poscosecha. 

5.1.1. Objetivos específicos 

1. Determinar la actividad antifúngica in vitro del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala

(CI100), de quitosano y de la combinación quitosano-extracto de tallo. 

2. Determinar el efecto antifúngico en frutos de zarzamora poscosecha, recubiertos con el

porcentaje óptimo del quitosano solo o con la adición de la CI100 del extracto acuoso de tallo de 

V. sphaerocephala. 

3. Determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides y la actividad antioxidante del

extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala 

4. Evaluar la pérdida de peso, la firmeza, los sólidos solubles, el contenido de polifenoles y la

actividad antioxidante en frutos de zarzamora recubiertos con la concentración óptima 

antifúngica del quitosano adicionado con la CI100 del extracto acuoso de tallo de V. 

sphaerocephala 
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6. ESRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y MÉTODOS

7.1. Material biológico 

7.1.1. Tallos de V. sphaerocephala 

Los tallos de V. sphaerocephala fueron recolectados de plantas en etapa de floración en 

Cointzio, municipio de Morelia, Michoacán (19°37´46.6´´N-101°14´48.8´´O) en el mes de 

agosto de 2024 (Figura 7A).  Previamente se preparó un ejemplar de herbario para confirmar el 

género y especie, en el herbario de la Facultad de Biología (EBUM) de la Universidad 

Michoacana de San Nicolás de Hidalgo (folio 31383) (Figura 7B). Los tallos fueron cortados 

(Figura 7C) para su secado a temperatura ambiente en sombra, asegurando la pérdida total de 

agua (Figura 7D) para obtener un pulverizado en molino doméstico (Figura 7E). 

Figura 7. Recolección, confirmación de especie y obtención de tallo pulverizado de 

Verbesina sphaerocephala: A) Sitio de recolecta; B) Ejemplar de herbario; C) 

Tallos frescos; D) Tallos secos; E) Pulverizado de tallos. 
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7.1.2. Cepa de Botrytis cinerea 

El hongo B. cinerea, fue aislado de frutos de zarzamora y ha sido caracterizado molecularmente 

con la confirmación de género y especie (Clave de acceso al GenBank: PQ432333.1. Acceso a 

NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ432333.1). Forma parte del cepario del 

laboratorio de biotecnología vegetal (IIQB-UMSNH), el cual se mantiene bajo cultivo en medio 

agar papa dextrosa (PDA) a 25 °C (Figura 8). 

Figura 8. Crecimiento micelial de Botrytis cinerea en medio PDA, a los 8 días de cultivo. 

7.1.3. Obtención del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala 

La extracción se realizó a partir de 1000 g de tallos pulverizados de V. sphaerocephala. Por cada 

100 g se adicionaron 500 mL de agua en ebullición (~90ºC) y al alcanzar la temperatura 

ambiente, se adicionó un volumen de 500 mL de etanol absoluto frío (J.T. Baker, México), 

finalmente se dejó en maceración en refrigeración (4-10ºC) por siete días en la mezcla 

agua:etanol (1:1, v/v) (Figura 9A). El sobrenadante se decantó y filtró en embudo y papel filtro 

Whatman® (UK) no. 2 (Figura 9B), llevando a sequedad en un rotavapor al vacío (BÜCHI® 

Suiza, modelo R-124) a 50°C en un matraz balón de peso conocido, para determinar el 

rendimiento (Figura 9C). Se preparó una solución a una concentración de 10 mg/mL con agua 

estéril y etanol absoluto (1:1, v/v), para finalmente, filtrar y almacenar a 10°C en un frasco 
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ámbar hasta su utilización. Este extracto se denominó Extracto Acuoso de Tallo de Verbesina 

sphaerocephala (EATVs) (Figura 9D). 

Figura 9. Obtención del Extracto Acuoso de Tallo de Verbesina sphaerocephala (EATVs): 

A) Extracción con agua a ebullición (90ºC)-Etanol frío (1:1, v/v) por maceración;

B) Filtración del extracto; C) Evaporación a sequedad; D) Extracto EATVs, 10

mg/mL, disuelto en agua:etanol, 1:1. 
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8. RESULTADOS

8.1. Capítulo 1.  Determinación de la actividad antifúngica in vitro del extracto acuoso 

de tallo de Verbesina sphaerocephala y quitosano, sobre Botrytis cinerea. 

Resumen 

Este estudio evaluó el potencial antifúngico in vitro de la combinación entre el extracto acuoso 

de tallo de Verbesina sphaerocephala (EATVs) y quitosano (residuo de exoesqueletos de 

crustáceos) contra el hongo Botrytis cinerea. El extracto se obtuvo por infusión (90°C) y 

mediante una maceración con agua:etanol (1:1, v/v) de tallos secos y pulverizados de plantas 

recolectadas en Cointzio, Michoacán (agosto 2024), con un rendimiento del 11.07 %.  El efecto 

antifúngico in vitro del EATVs (0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9 mg/mL) y del quitosano (1, 1.5, 2, 2.5 

y 3 %), fue determinado con el quitosano y el EATVs solos y con la combinación del óptimo 

porcentaje de quitosano combinado con la CI100 del EATVs, utilizando el método de difusión 

en pozas en medio PDA a 22 °C. La CI100 del extracto fue de 1.01 mg/mL y con 2.5% de 

quitosano se alcanzó por sí solo el 100% de inhibición. La mezcla de ambos componentes 

mantuvo este 100% de eficacia sin alterar las propiedades fisicoquímicas del recubrimiento, 

confirmando que la sinergia entre los compuestos fenólicos del extracto y las propiedades del 

quitosano es una alternativa viable y segura para el control biotecnológico del moho gris. 

Palabras clave: Actividad in vitro, antifúngicos, extracto acuoso, quitosano. 

Materiales y métodos 

El extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala (EATVs) se obtuvo como se describe en el 

apartado 7 de materiales y métodos, así como la descripción del hongo (B. cinerea) utilizado en 

los ensayos in vitro. 

Actividad antifúngica in vitro del EATVs y del quitosano sobre B. cinerea. El EATVs fue 

aplicado en cajas Petri mediante el ensayo in vitro de difusión en pozas (Magaldi et al., 2004), 

utilizando 0, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9 mg/mL para determinar la concentración inhibitoria total (CI100). 

En cada poza se adicionaron 100 µL del extracto, se colocó un segmento de micelio de 0.5 cm 

de diámetro del hongo crecido por 7 días en PDA. Se usó agua estéril y etanol (1:1, v/v) como 

control negativo (C-) y el fungicida comercial Benomyl50® (10 mg/mL) como control positivo 

(C+). A los 7 días bajo cultivo a 22 °C, luz y humedad, se obtuvieron los porcentajes de actividad 

antifúngica, que se calcularon de acuerdo a la fórmula reportada por Rutiaga et al. (2001): 
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𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 (%) = (
𝐶𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐶𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜

𝐶𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
)  𝑥 100 

El quitosano fue aplicado solo (1, 1.5, 2, 2.5 y 3 %) y en combinación con la CI100 del extracto 

acuoso de tallo de V. sphaerocephala, para determinar la concentración óptima del quitosano y 

ésta usarla en combinación con el extracto, con base al porcentaje más alto de inhibición en el 

hongo. Se utilizó además una solución de ácido acético al 1 % como control negativo. En estos 

ensayos in vitro, el 100 % de inhibición se determinó cuando no se presentó crecimiento de 

micelio y sin inhibición (0 %) cuando el micelio cubrió la totalidad de la caja Petri (5 cm de 

diámetro), esto conseguido con los controles negativos.  

Caracterización fisicoquímica del EATVs. Para realizar la caracterización fisicoquímica del 

extracto, a partir del conocimiento de la CI100, se evaluaron las propiedades organolépticas y 

físicas del extracto a 10 mg/mL (concentración de almacenamiento del extracto) y a 1.01 mg/mL 

(concentración de la CI100). Los parámetros que se determinaron en las propiedades 

organolépticas son: color, turbidez, separación en capas, sabor, olor y grados Brix. El color y la 

turbidez se determinaron colocando las dos concentraciones del extracto en dos viales 

transparentes, limpios y secos. Se llenaron tres cuartas partes con las muestras y se describió el 

color por la evaluación visual, utilizando el registro de la Comisión Internacional de 

Iluminación, que se basa en tres características de tono, brillo y saturación (CIE, 2024). La 

turbidez se determinó visualmente por la presencia o ausencia de partículas al observar las 

muestras de los viales a contraluz. La separación en capas, se evaluó al observar a contraluz la 

formación de dos o más fases en las muestras del extracto. El sabor se evaluó colocando 1 mL 

de las muestras del extracto en dos cucharas y se describió por medio del sentido del gusto, 

según la descripción de Badui Dergal (2012): salado, dulce, ácido o agrio, amargo o umami. El 

olor se describió por medio del sentido del olfato, se empleó un rectángulo de 2 cm de ancho 

por 10 cm de largo de papel filtro, poro mediano por muestra, de la cual se colocaron 100 µL 

del extracto en un extremo y se dejó secar para su evaluación, que se basó en la clasificación de 

Castro et al. (2013), que consiste en 10 olores básicos: 1, floral; 2, leñoso o resinoso; 3, frutal 

no cítrico; 4, olor químico; 5, mentolado; 6, dulce; 7, quemado o ahumado; 8, cítrico; 9, acre o 

rancio; 10, descompuesto. Los grados Brix se midieron con un refractómetro manual de 0 – 90 

% (Kingten Star®), se colocaron 100 µL de las muestras del extracto sobre el prisma y se 
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observó por medio del ocular; los resultados se expresarán como grados Brix (°Brix). También 

se evaluó el pH del extracto, mediante tiras reactivas (0-14 tornasol, Merck®). 

Análisis estadístico. Los resultados se expresan como la media ± desviación estándar (n=5), 

con la realización de cada experimento al menos dos veces. Éstos se procesaron mediante un 

análisis de varianza de una vía; las medias se compararon con la prueba de Tukey con un nivel 

de significancia de P<0.05, usando el software JMP8. 

Resultados y discusión 

El rendimiento del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala fue de 11.07 g/100 g de tallo 

seco (11.07 %). Aunque son diversos factores los que influyen en el rendimiento de los extractos 

vegetales, mayormente se mencionan a la especie vegetal, o sus partes, el método de extracción 

utilizado, el tiempo o la temperatura de la extracción y a la relación planta-solvente (Azmir et 

al., 2013). De acuerdo a la especie, los rendimientos pueden variar entre 0.1 y hasta un 50 %, 

en una especie de albahaca (Ocimun sanctum) se han reportado valores hasta entre 30.1 y el 

44.6 % con maceración acuosa (Anda de la Rosa et al., 2024) aunque Avelino et al. (2019) 

obtuvieron rendimientos de 2.5 % hasta 16.30 % dependiente de la especie en extractos acuosos 

de Costus pulverulentus, Sechium edule, Tabernae montana alba y Vernonia patens. Benítez-

Benítez et al. (2020) observaron resultados similares en extractos obtenidos de Scutellaria 

incarnata y Justicia pectoralis, favoreciendo el rendimiento cuando se adicionó etanol durante 

la maceración, con hasta un 36 %, así mismo, un mayor rendimiento se obtuvo en Plectranthus 

amboinicus con extracción acuosa por maceración en condiciones de refrigeración (Malpica-

Acosta et al., 2024), lo que concuerda con lo reportado por Soto y Rosales (2016) en extractos 

de corteza de Pinus durangensis y Quercus sideroxyla, y a lo observado en la presente 

investigación. 

Actividad antifúngica in vitro del EATVs. Los resultados de inhibición se obtuvieron en 

porcentaje, mediante la fórmula reportada por Rutiaga et al. (2001), con la medición del 

diámetro (cm) del crecimiento, tomando como 0 % cuando el micelio del hongo creció sobre el 

total de la caja Petri (5 cm de diámetro), como se observa con el control negativo (C-) agua 
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estéril:etanol (1:1) (Cuadro 3, Figura 10A, Figura 10Ba), y como 100 % cuando no hubo 

crecimiento de micelio, como se observa con el control positivo (C+) Benomyl50® (Cuadro 3, 

Figura 10A, Figura 10Bb). Los porcentajes de inhibición ejercidos por el extracto fue 

dependiente de la concentración (Cuadro 3, Figuras 10Bc a 10Bf), observando un 100 % de 

inhibición sobre el crecimiento de B. cinerea a los 0.9 mg/mL (Cuadro 3, Figura 10Bf), a los 7 

días del cultivo.  

Cuadro 3. Porcentajes de inhibición in vitro del extracto acuoso de tallo de V. 

sphaerocephala sobre Botrytis cinerea, a los 7 días del cultivo. 

Con la curva de concentraciones del extracto acuoso se obtuvo la concentración inhibitoria total 

(CI100), mediante la ecuación de la regresión lineal con un valor de 1.01 mg/mL (Figura 9A). 

La actividad antifúngica de diversos extractos vegetales ha sido reportada, observando que las 

concentraciones óptimas varían considerablemente dependiendo de la planta, el hongo objetivo, 

el método de extracción y ensayo utilizado. Aunque no existe una concentración única aplicable 

a todos los casos, se pueden establecer rangos generales basados en estudios, que pueden estar 

entre 0.1 mg/mL hasta los 250 mg/mL (Davicino et al., 2007; Cáceres-Rueda de León et al., 

2013). Algunos estudios han demostrado que extractos de plantas pueden ser efectivos para 

controlar el crecimiento de B. cinerea y otros hongos fitopatógenos (Apolonio-Rodríguez et al., 

2017). 

Concentración 

(mg/mL) 

Porcentaje 

(%) 

C- agua estéril:etanol (1:1) 0  

C+ Benomyl50® (10 mg/mL) 100 

0.1 5  

0.3 21  

0.5 36  

0.7 69  

0.9 100  
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Figura 10. Curva de inhibición de concentraciones del extracto acuoso de tallo de V. 

sphaerocephala para la determinación de la CI100 sobre B. cinerea en condiciones 

in vitro (A) y efecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso (EA) de tallo de V. 

sphaerocephala sobre B. cinerea (B): a) (C-) agua estéril:etanol (1:1), b) 

Benomyl50® (10 mg/mL), c) 0.3 mg/mL, d) 0.5 mg/mL, e) 0.7 mg/mL, f) 0.9 

mg/mL. Los datos son reportados a los 7 días del cultivo. 

 

 

La concentración inhibitoria total (CI100) del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala 

sobre B. cinerea fue de 1.01 mg/mL, un valor similar a lo reportado para este tipo de extractos 

contra este hongo de acuerdo a las investigaciones realizadas con lavanda (Lavandula 

officinalis), tomillo (Thymus vulgaris), zacate limón (Cymbopogon citratus) y menta melisa 

(Melissa officinalis), en las que principalmente el extracto acuoso de lavanda inhibió a B. 

cinerea en un 80 % con 1 mg/mL (Kasmi et al., 2017). 

 

En un trabajo reciente, realizado con el extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala, se reportó 

una inhibición del 100 % con 0.25 mg/mL sobre el crecimiento de micelio in vitro de B. cinerea, 
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de plantas recolectadas en un área silvestre de Jiquilpan, Michoacán (Rodríguez-Valdovinos et 

al., 2024), diferente al sitio de recolecta de los tallos usados en esta investigación, lo que 

confirma que la variación con lo obtenido en el presente estudio fue debido a las condiciones 

del crecimiento de esta especie. 

Estos extractos, obtenidos de diversas plantas, han demostrado actividad antifúngica contra este 

hongo, afectando la germinación de esporas, el crecimiento micelial y la esporulación. El uso 

de extractos de plantas, como alternativa a los fungicidas químicos, ofrece una alternativa 

amigable con el ambiente y el ecosistema para el control de enfermedades fúngicas en la 

agricultura (Jiménez y Mosquera, 2015). 

La CI100 del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala (1.01 mg/mL) fue adicionada al 

quitosano para elaborar los recubrimientos de quitosano que se aplicarán en frutos de zarzamora 

(Capítulo 2). 

Actividad antifúngica in vitro del quitosano. En la figura 10, se presentan los resultados de 

inhibición (%) in vitro sobre B. cinerea con los diferentes porcentajes de quitosano. No se 

observó inhibición con los controles negativos, ya que con ácido acético al 1 % y agua:etanol 

(1:1), se obtuvo un 100 % de crecimiento. 

Sin embargo, el quitosano mostró actividad antifúngica, dependiente de la concentración, 

obteniendo un 28 % de inhibición con 1 %, un 81 % y un 84 %, con 1.5 y 2 %, respetivamente, 

alcanzando el 100 % de inhibición con 2.5 %, similar a lo obtenido con el C+ (Benomyl50®), 

sin diferencias significativas entre estos porcentajes de inhibición. Con el porcentaje de 3 % de 

quitosano, la inhibición fue de un valor menor, incluso con la de los porcentajes de 1.5 y 2%, 

aunque sin diferencias significativas entre ellos (Figura 11). 
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Figura 11. Porcentajes de inhibición de quitosano in vitro sobre B. cinerea: C- Agua:Etanol 

(1:1); C- Ácido acético (1%); C+ Benomyl50 (10 mg/mL); Quitosano 1% (Q 

1%); Quitosano 1.5 % (Q 1.5%); Quitosano 2% (Q 2%); Quitosano 2.5 % (Q 

2.5%); y F) Quitosano 3 % (Q 3%). Letras distintas indican diferencia 

significativa entre los tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de Tukey). 

Posteriormente, se realizaron los ensayos de inhibición con quitosano solo (2.5 %), el porcentaje 

de mayor actividad antifúngica sobre B. cinerea y en combinación con la CI100 del extracto 

acuoso de tallo de V. sphaerocephala (1.01 mg/mL). Al igual que el ensayo anterior, no se 

observó inhibición con los controles negativos, no así con el benomyl50® (C+), con el que se 

obtuvo el 100 % de inhibición (Figuras 12A y 12B). Con el quitosano solo con 2.5%, el extracto 

acuoso solo (CI100) y la combinación de ambos, se observó un porcentaje de actividad 

antifúngica del 100 % (Figura 12A y 12B). Con este resultado se confirmó que la combinación 

del quitosano (2.5 %) con la CI100 del extracto (1.01 mg/mL) presentó una actividad del 100 % 

de inhibición in vitro del crecimiento de B. cinerea. 
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Figura 12. Porcentajes de inhibición in vitro de quitosano, de la CI100 de extracto acuoso 

(EA) de tallo de V. sphaerocephala y de su combinación sobre B. cinerea (A). 

Letras distintas indican diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05, 

n=5, prueba de Tukey). Fotografías del efecto inhibitorio in vitro de quitosano, 

de la CI100 de extracto acuoso (EA) y de su combinación sobre B. cinerea (B). 

Resultados a los 7 días del cultivo. 

El quitosano es una molécula la cual tiene propiedades antifúngicas tanto en recubrimientos de 

frutos, en la aplicación de plantas en agricultura como en ensayos in vitro, contra varios hongos 

fitopatógenos, entre ellos, B. cinerea (Hesami et al., 2021). En ensayos in vitro, Muñoz et al. 

(2007) reportó una inhibición máxima de 57.02 % con un porcentaje de 2 % de quitosano, sin 

embargo, en otras investigaciones, se ha observado que con 1 y 1.5 % se ha observado también 

esta inhibición, pero hasta del 100 % (Sandoval-Flores et al., 2018). Awad (2017) observó la 

mayor actividad antifúngica in vitro del quitosano con 2.5 % y la menor con 0.5 %, resultados 

que se obtuvieron en los ensayos realizados en el presente trabajo (Figura 12A). 

B 
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La combinación de 2.5 % de quitosano con la CI100 (1.01 mg/mL) del extracto acuoso de tallo 

de V. sphaerocephala, en estos ensayos, mostró que se mantuviera el 100 % de actividad 

antifúngica sobre B. cinerea, lo que permitió realizar los recubrimientos en frutos de zarzamora 

con esta combinación, pero además con los otros porcentajes de quitosano, con el fin de 

determinar la eficiencia de esta combinación (Capítulo 2). 

Caracterización fisicoquímica del EATVs. Con la caracterización fisicoquímica del extracto 

acuoso de tallo de V. sphaerocephala se evaluaron las propiedades organolépticas y físicas del 

extracto a las concentraciones de 1 y 10 mg/mL. En el cuadro 4 se muestran los diferentes 

parámetros que se determinaron. 

Cuadro 4. Propiedades organolépticas del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala a 

1 y 10 mg/mL. 

Conclusiones 

Tanto el extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala y el quitosano mostraron una alta 

actividad antifúngica sobre B. cinerea (CI100=1.01 mg/mL; y 2.5 %, respectivamente), 

confirmándose esta inhibición con la combinación de quitosano (2.5 %) y el extracto acuoso 

(1.01 mg/mL).  

El extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala posee características fisicoquímicas a la 

concentración de 1 mg/mL, que muestran el potencial para ser adicionado en los recubrimientos 

de quitosano en frutos se zarzamora, sin que se provoquen cambios organolépticos en los frutos 

de zarzamora. 
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8.2. Capítulo 2. Determinación del efecto antifúngico sobre Botrytis cinerea de 

recubrimientos de quitosano adicionados con el extracto acuoso de tallo de 

Verbesina sphaerocephala en frutos poscosecha de zarzamora (Rubus fruticosus cv. 

Tupy). 

Resumen 

Este estudio evaluó el uso de recubrimientos de quitosano potenciados con la CI100 (1.01 

mg/mL) del extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala (EATVs) para determinar su 

efecto antifúngico sobre el hongo Botrytis cinerea en frutos de zarzamora (Rubus fruticosus cv. 

Tupy) durante la poscosecha. Los frutos de zarzamora cv. Tupy en estado de maduración para 

consumo, se recubrieron con cinco concentraciones de quitosano solo (1, 1.5, 2, 2.5 y 3 %), o 

con la adición de la CI100 (1.01 mg/mL) del EATVs obtenida en ensayos in vitro sobre B. cinerea 

(Capítulo 1). Después de estandarizar un método de asepsia con hipoclorito de sodio comercial 

al 10%, las condiciones de la preparación de un tratamiento óptimo de recubrimientos de los 

frutos (5 min de inmersión/15 min de secado en campana de flujo laminar a 35°C) y una 

inoculación con 1x103 esporas/mL de B. cinerea, realizando pruebas de patogenicidad, se 

determinó la actividad antifúngica en condiciones de almacenamiento de 10 °C por 7 días 

(almacén en frío), seguidas con 25 °C por 5 días (vida de anaquel). Los resultados mostraron 

que tanto el quitosano al 2.5% como el extracto, por separado logran un 100% de inhibición 

fúngica, equivalentes a un índice de severidad de 0 (IS 0), e igual a lo observado con el fungicida 

comercial y obteniendo un IS 7 con solo la aplicación de esporas. Sin embargo, solo la 

combinación de quitosano (2.5%) con la CI100 del EATVs logró mantener la calidad comercial 

del fruto durante 5 días de vida de anaquel a 25 °C (después de 7 días a 10 °C). Los resultados 

demuestran que esta mezcla de quitosano con el extracto vegetal no solo previene la infección, 

sino que otorga mayor brillo, firmeza y resistencia a la deshidratación en comparación con los 

tratamientos individuales, consolidándose como una alternativa biotecnológica eficaz y segura 

para prolongar la vida útil de la zarzamora. 

Palabras clave: Antifúngico, poscosecha, quitosano, zarzamora. 

Materiales y métodos 

El extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala (EATVs) se obtuvo como se describe en el 

apartado 7 de materiales métodos, así como la descripción del hongo (B. cinerea) utilizado en 

los ensayos en frutos de zarzamora recubiertos. 

Frutos de zarzamora. Se utilizaron frutos obtenidos de un huerto comercial de zarzamora 

(Rubus fruticosus cv. Tupy) en madurez de consumo o comercial. 
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Pruebas de Patogenicidad. La patogenicidad de B. cinerea se evaluó en frutos de zarzamora 

en madurez de consumo, para asegurar el nivel de infección y el daño en los frutos, con la 

aplicación de una solución de 1 x 103 esporas/mL. Los frutos fueron previamente desinfectados 

con una rutina de asepsia que consistió en tratarlos con una solución de hipoclorito de sodio 

comercial (Cloralex®, 6 % de cloro activo) al 10 % por inmersión de 5 min, realizando al final, 

tres enjuagues de agua estéril dentro de un área estéril, permitiendo su secado sobre papel 

secante estéril a temperatura ambiente. Posteriormente, estos frutos fueron sometidos a los 

ensayos de patogenicidad, bajo diversos tratamientos: Frutos sin inocular, frutos inoculados con 

la aplicación por inmersión del fungicida comercial Benomyl50® (10 mg/mL) y frutos 

inoculados. 

Las esporas de B. cinerea se obtuvieron con la adición de agua estéril sobre el micelio del hongo 

crecido por dos semanas en PDA, preparando una solución de 1 x 10-3 esporas/mL. El método 

de infección con esporas se realizó de la siguiente manera: en un área estéril, se realizó una 

herida en el pedúnculo de los frutos asépticos, introduciendo una aguja de disección por 0.5 cm 

en la zona del pedúnculo, aplicando las esporas por aspersión de forma homogénea en todo el 

fruto, utilizando un atomizador estéril de 5 mL. Los frutos se colocaron en contenedores de 

plástico estériles y se incubaron por 5 días a 25 ºC, para reportar datos de infección por el hongo. 

La infección se evaluó a los 5 días de la incubación, utilizando la escala propuesta por Arias et 

al. (2020), la cual tiene 7 grados de severidad con equivalencias en porcentajes de infección de 

los frutos: 0, fruto sano (sin infección); 1, infección del 1 al 5 % de la superficie del fruto); 2, 

infección del 6 al 10 % de la superficie del fruto; 3, infección del 11 al 20 % de la superficie del 

fruto; 4, infección del 21 al 40 % de la superficie del fruto; 5, infección del 41 al 60 % de la 

superficie del fruto; 6, infección del 61 al 80 % de la superficie del fruto; y 7, infección del 81 

al 100 % de la superficie del fruto con micelio y esporulación. 

Determinación del tiempo de inmersión y de secado del recubrimiento de quitosano en 

frutos de zarzamora cv. Tupy. El quitosano de peso molecular medio se obtuvo de Sigma 

Aldrich, con grado de desacetilación entre 75 % - 85 % con respecto a la quitina proveniente de 

los caparazones de cangrejo. Como medio para disolución se usó solución de ácido acético 
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glacial al 1 % v/v, y se llevó a agitación 120 rpm durante 24 h, posteriormente se ajustó el pH a 

5.5 con hidróxido de sodio (NaOH) 1M y se esterilizó en una autoclave por 15 min a 121 °C y 

1 atmósfera de presión (Bautista y Bravo, 2004). 

Para establecer el tiempo de inmersión en quitosano y tiempo de secado de los frutos recubiertos, 

para obtener el mejor tratamiento con frutos que no presenten deformación y daño, se ensayaron 

cinco concentraciones de quitosano solo (1, 1.5, 2, 2.5 y 3 %), las que se vertieron en solución 

en vasos de precipitado en área estéril a diferentes tiempos y para el secado, se colocaron en 

área estéril (campana de flujo laminar, 35ºC), hasta la formación uniforme del recubrimiento de 

quitosano. Se realizaron 6 tratamientos, variando el tiempo de inmersión y de secado, realizados 

en campana de flujo laminar a 35ºC (Cuadro 5). 

Cuadro 5. Tratamientos en frutos de zarzamora cv. Tupy utilizados para la determinación 

del tiempo optimo y de secado del recubrimiento por quitosano al 2.5 %. 

Efecto antifúngico en frutos de zarzamora cv. Tupy con recubrimientos, inoculados con B. 

cinerea 

En frutos recubiertos con quitosano solo. Una vez seleccionado las óptimas condiciones de 

recubrimiento con quitosano en los frutos de zarzamora cv. Tupy, se realizaron los ensayos de 

actividad antifúngica con los diferentes porcentajes de quitosano solo (1, 1.5, 2, 2.5 y 3 %), 

inoculados con 1x103 esporas/mL de B. cinerea, usando los diferentes tratamientos control: 

Control negativo (C- 1), agua estéril:etanol (1:1); Control negativo (C- 2), ácido acético 1 %; y 

Control positivo (C+), fungicida comercial Benomyl50® (10 mg/mL). La inoculación de los 

Tratamiento Tiempo de Inmersión Tiempo de Secado 

1 1 s 15 min 

2 1 s 20 min 

3 1 min 15 min 

4 1 min 20 min 

5 5 min 15 min 

6 5 min 20 min 
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frutos se realizó como se describe en las pruebas de patogenicidad. Estos frutos se colocaron en 

contenedores de plástico estériles y se incubaron por 7 días a 10ºC y después por 5 días 25°C, 

para reportar datos de infección por el hongo, por la escala de severidad de acuerdo a Arias et 

al. (2020).  

En frutos recubiertos con quitosano adicionado con la CI100 del extracto acuoso de tallo de 

V. sphaerocephala. En este ensayo, se determinó la actividad antifúngica con el tratamiento 

óptimo de quitosano del ensayo anterior, adicionando la CI100 del extracto acuoso de tallo de V. 

sphaerocephala (EATVs), así como en los controles antes mencionados, adicionando el de 

frutos inoculados recubiertos por inmersión solo con la CI100 del EATVs. A los 5 días de la 

incubación a 25ºC, posterior a la incubación en frío, se determinó el porcentaje de la infección. 

Análisis estadístico. Los resultados se expresan como la media ± desviación estándar (n=5), 

con la realización de cada experimento al menos dos veces. Se utilizó un diseño completamente 

al azar. Los experimentos se procesaron mediante un análisis de varianza de una vía y los valores 

se presentan como promedio ± desviación estándar. Las medias se compararon con la prueba de 

Tukey con un nivel de significancia de P<0.05, usando el software JMP8. 

Resultados y discusión 

Pruebas de Patogenicidad. La determinación de la infección en frutos de zarzamora con la 

inoculación de esporas de B. cinerea se realizó a los cinco días. Los frutos asépticos sin inocular 

mostraron un alto grado de maduración a los 5 días de la incubación, sin la presencia de síntomas 

de infección por el hongo, confirmando la asepsia de los frutos con el método establecido (frutos 

sin inocular) y un resultado igual fue observado en los frutos inoculados con Benomyl50 

(Cuadro 6, Figura 13A, 13B). Los frutos inoculados con 1x103 esporas/mL sin fungicida, 

presentaron un 100 % de infección, correspondiente a un IS de 7, a los 5 días de la incubación 

(Cuadro 6, Figura 13C), con presencia de micelio en toda la superficie del fruto.  
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Figura 13. Imágenes representativas de la prueba de patogenicidad por B. cinerea en frutos 

de zarzamora, a los 5 días a 25°C: A) Fruto aséptico sin inocular; B) Fruto 

inoculado tratado con Benomyl50; C) Fruto inoculado tratado con agua por 

inmersión. 

Cuadro 6. Porcentajes de infección e índices de severidad (IS) en frutos de zarzamora cv. 

Tupy, a los 5 días después de la inoculación con 1x103 esporas/mL por el método 

de aspersión, a 25°C. 

Tratamientos en frutos Infección (%) IS 

Sin inoculación 0 0 

Inoculados con Benomyl50® (10 mg/mL) 0 0 

Inoculados con B. cinerea 100 7 

La confirmación del 100% de infección (IS de 7) en los frutos inoculados con 1x103 esporas/mL 

a los cinco días de incubación subraya la alta virulencia de B. cinerea en los frutos de zarzamora. 

Este resultado coincide con la naturaleza necrotrófica del hongo, el cual aprovecha el estado de 

madurez de los frutos para degradar las paredes celulares mediante enzimas específicas. La 

ausencia de síntomas en los frutos asépticos sin inocular valida el protocolo de desinfección con 

hipoclorito de sodio al 10%, demostrando que es posible eliminar la carga fúngica latente sin 

comprometer la integridad del fruto, un paso crítico para asegurar que los efectos observados en 

tratamientos posteriores se deban exclusivamente a la inoculación controlada. Por otro lado, la 



43 

eficacia del Benomyl50® como control positivo resalta la vulnerabilidad del patógeno ante 

fungicidas sistémicos; sin embargo, la rápida colonización de los frutos no tratados (control 

negativo) pone de manifiesto la necesidad urgente de alternativas como la propuesta de esta 

investigación, el uso de recubrimientos adicionados con un extracto vegetal (Palumbo et al., 

2022; Quintero-Echeverría et al., 2023).  

Determinación del tiempo de inmersión y secado en frutos recubiertos con quitosano. Los 

resultados de la inmersión con quitosano para seleccionar el mejor tratamiento que permitiera 

un óptimo recubrimiento de los frutos de zarzamora, mostraron variación en la deformación de 

las drupeolas, en la consistencia, en la exudación de líquido (leakers) y en la deshidratación, 

obteniendo un óptimo recubrimiento cuando los frutos fueron inmersos por 5 min en quitosano, 

con un tiempo de secado de 15 min dentro del área estéril, ya que presentaron una consistencia 

firme y sin deshidratación, después del periodo de incubación (7 días a 10ºC y después de 5 días 

a 25°C) (Cuadro 7, Figura 14). Este tratamiento fue utilizado en los ensayos de la determinación 

antifúngica en frutos de zarzamora recubiertos con los diferentes tratamientos.  

Cuadro 7. Determinación de tiempo de inmersión en quitosano y tiempo de secado en área 

estéril de frutos de zarzamora cv. Tupy. 

Tratamiento Deformación 

de drupeolas 

Consistencia Líquido de 

exudación 

Deshidratación 

Inmersión Secado 

1 s 15 min Sí Blando Sí No 

1 s 20 min Sí Blando Sí No 

1 min 15 min Sí Blando Sí No 

1 min 20 min Sí Blando Sí No 

5 min 15 min No Firme No No 

5 min 20 min No Firme No Sí 
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Figura 14. Imágenes representativas de la determinación de tiempo de inmersión/tiempo de 

secado del quitosano en frutos de zarzamora cv. Tupy: A) 1 s/15 min; B) 1 s/20 

min; C) 1 min/15 min; D) 1 min/20 min; E) 5 min/15 min; F) 5 min/20 min. 

Para optimizar el recubrimiento de la zarzamora, se determinó que una inmersión de 5 min 

seguida de un secado de 15 min en condiciones estériles constituye el método ideal, ya que logra 

una película uniforme que preserva la firmeza y evita la exudación de líquidos (leakers) o la 

deformación de las drupeolas. Este protocolo garantiza la estabilidad física del fruto incluso 

después de periodos prolongados de almacenamiento (7 días a 10 °C y 5 días a 25 °C), 

estableciendo las condiciones operativas necesarias para asegurar que la actividad antifúngica 

del quitosano solo o con la adición de un extracto vegetal, se ejerza sin comprometer la calidad 

sensorial del producto (Petriccione et al., 2015; Dai et al., 2025). 

Determinación antifúngica en frutos recubiertos de quitosano. Primeramente, se determinó 

el efecto antifúngico sobre B. cinerea en frutos de zarzamora cv. Tupy inoculados con B. 

cinerea, recubiertos con los diferentes tratamientos de quitosano, los resultados se presentan en 

la figura 15, después de la incubación de los frutos por 7 días a 10 ºC y 5 días a 25 ºC. En este 

ensayo, se tuvieron diferentes tratamientos control como frutos inmersos en agua:etanol (1:1), 

en ácido acético 1 % y en Benomyl50®, los que se compararon con los recubiertos con 

quitosano.   

En los tratamientos control se presentó la inhibición de 0 %, mostrando la infección por el hongo 

en la totalidad de los frutos alcanzando un IS de 7 (Figura 15 y Figuras 16A y 16B). Los frutos 

recubiertos con quitosano 2.5 % y tratados con el fungicida comercial, no mostraron síntomas 

de infección (IS de 0), siendo la inhibición del 100 %, sin diferencia significativa (Figura 15 y 

Figura 16C). 
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Figura 15. Porcentajes de inhibición en frutos de zarzamora cv. Tupy recubiertos con 

quitosano e inoculados con B. cinerea, después de la incubación por 7 días a 10ºC 

y después por 5 días a 25°C. Tratamientos: C- 1 Agua:etanol (1:1); C- 2 Ácido 

acético 1 %; C + Benomyl50 (10 mg/mL); Q 1 %, Quitosano 1 %; Q1.5 %, 

Quitosano 1.5 %; Q 2 %, Quitosano 2 %; Q 2.5 %, Quitosano 2.5 %; Q 3 %, 

Quitosano 3 %. Letras distintas indican diferencia significativa entre los 

tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de Tukey). 

El efecto del quitosano sobre B. cinerea dependió del porcentaje, observando un 20 % de 

inhibición (IS de 7) con 1 y 1.5 % (Figura 15 y Figuras 16D y 16E), seguidos del porcentaje de 

2 % que ejerció un 30 % de inhibición (IS de 6) (Figura 15 y Figura 16F) y del de 3 %, con el 

que se obtuvo un 40 % de inhibición, correspondiente a un IS de 5 (Figura 15 y Figura 16G). 

Sin embargo, se observó claramente que con el porcentaje de 2.5 % de quitosano solo, la 

infección fue solamente del 12 %, con in IS de 3 (Figura 15, Figura 16H), el mayor porcentaje 

de inhibición sobre el crecimiento de B. cinerea sobre los frutos de zarzamora. No se 

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos Q 1 y Q 1.5. 
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Figura 16. Imágenes representativas de los frutos de zarzamora cv. Tupy recubiertos con 

quitosano e inoculados con B. cinerea, después de la incubación por 7 días a 10ºC 

y después por 5 días a 25°C: A) C- 1 Agua:etanol (1:1); B) C- 2 Ácido acético 1 

%; C) C + Benomyl50 (10 mg/mL); D) Quitosano 1 %; E) Quitosano 1.5 %; F) 

Quitosano 2 %; G) Quitosano 2.5 %; H) Quitosano 3 %. 

Con este ensayo, se seleccionó el tratamiento de quitosano 2.5 % por presentar el menor 

porcentaje de infección y fue utilizado en los ensayos de frutos inoculados con B. cinerea, con 

recubrimientos de quitosano solo y adicionados con el EATVs (CI100=1.01 mg/mL). Se 

probaron los mismos tratamientos control, con otro consistente en frutos recubiertos solo con 

EATVs. Los resultados fueron iguales al ensayo anterior, los controles negativos mostraron un 

100 % de infección (IS de 7), con el control positivo no se obtuvo infección (IS de 0) y con el 

EATVs también se obtuvo un 100 % de inhibición del hongo (IS de 0), lo que se confirmó con 

el tratamiento de quitosano 2.5 % adicionado con el EATVs (100 % de inhibición, IS de 0). Con 

el quitosano solo (2.5 %) se confirmó que no presenta una inhibición del 100 % (IS de 3) (Figura 

17 y 18).  

Los frutos inoculados con B. cinerea recubiertos con 2.5 % de quitosano más la CI100 del 

EATVs, además de no mostrar infección, no presentaron alteraciones en el color, en la firmeza 

y en la forma de las drupeolas (Figura 18E), sin embargo, los frutos con el EATVs sin 

recubrimiento de quitosano, aunque no se infectaron, mostraron pérdida de firmeza, alteración 

en las drupeolas con pérdida de líquido (Figura 18D). 
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Figura 17. Porcentajes de inhibición en frutos de zarzamora cv. Tupy recubiertos con 

quitosano adicionado con el extracto acuoso de tallo de Verbesina 

sphaerocephala e inoculados con B. cinerea, después de la incubación por 7 días 

a 10ºC y después por 5 días a 25°C. Tratamientos: C- 1 Agua:etanol (1:1); C- 2 

Ácido acético 1 %; C + Benomyl50 (10 mg/mL); Extracto Acuoso de Tallo de V. 

sphaerocephala, (EATVs, CI100=1.01 mg/mL); Q 2.5 %, Quitosano 2.5 %; Q 2.5 

% + EATVs  (CI100=1.01 mg/mL). Letras distintas indican diferencia 

significativa entre los tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de Tukey). 

Figura 18. Imágenes representativas de los frutos de zarzamora recubiertos con quitosano 

con extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala, inoculados con B. cinerea. 

Tratamientos: A), C- 1 Agua:etanol (1:1); B), C- 2 Ácido acético 1 %; C), C + 

Benomyl50 (10 mg/mL); D), Extracto Acuoso de Tallo de V. sphaerocephala, 

(EATVs, CI100=1.01 mg/mL); E), Q 2.5 %, Quitosano 2.5 %; F), Q 2.5 % + 

EATVs  (CI100=1.01 mg/mL). 
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El recubrimiento de quitosano en frutos inoculados con B. cinerea, pero sin el EATVs, aunque 

protege a los frutos, después del periodo de incubación, no evita que ocurran daños como 

deshidratación y regresión en la superficie de los frutos. Sin embargo, los frutos recubiertos con 

2.5 % de quitosano adicionado con el EATVs, además de lucir más brillantes, poseen más 

firmeza y menos deterioro por deshidratación en la superficie. 

La eficacia del tratamiento combinado de quitosano al 2.5% y el EATVs (CI100) demuestra un 

efecto sinérgico superior, logrando una inhibición del 100% de B. cinerea y preservando la 

calidad comercial del fruto. Mientras que el quitosano solo al 2.5% mostró una protección 

limitada (IS de 3) y el extracto solo, aunque antifúngico, comprometió la estructura física 

provocando pérdida de líquidos y firmeza, la combinación de ambos actuó como una barrera 

bioactiva integral. Esta sinergia no solo elimina la necesidad de fungicidas sintéticos como el 

Benomyl, sino que mitiga los daños fisiológicos como la deshidratación y la regresión 

superficial, resultando en frutos con mayor brillo y turgencia, lo que confirma que el quitosano 

actúa como el vehículo de soporte ideal para potenciar las propiedades de los metabolitos 

secundarios del extracto de V. sphaerocephala (Bautista-Baños et al., 2017; Bajaj et al., 2023). 

Conclusión 

Aunque los frutos de zarzamora cv. Tupy recubiertos con la CI100 del extracto acuoso de tallo 

de V. sphaerocephala, no presentaron síntomas de la infección por B. cinerea, así como con 2.5 

% de quitosano (solos), con la combinación de ambos (CI100 EATVs + 2.5 % Quitosano), los 

frutos no mostraron síntomas de infección por B. cinerea y presentaron una mayor vida de 

anaquel con óptimas condiciones de consumo, en condiciones de almacén por 7 días a 10ºC y 5 

días a 25ºC.  



49 

8.3. Capítulo 3. Análisis de las propiedades mecánicas, el contenido de polifenoles y 

actividad antioxidante en frutos poscosecha de zarzamora (Rubus fruticosus cv. 

Tupy) recubiertos con quitosano solo o adicionado con la CI100 del extracto acuoso 

de tallo de Verbesina sphaerocephala. 

Resumen 

Esta etapa de la investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto de un recubrimiento de 

quitosano al 2.5%, solo y adicionado con la CI100 (1.01 mg/mL) del extracto acuoso de tallo de 

V. sphaerocephala (EATVs) sobre la vida de anaquel y propiedades fisicoquímicas de frutos de 

zarzamora cv. Tupy. Mediante el análisis de pérdida de peso, firmeza, sólidos solubles totales y 

la cuantificación de compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides y antocianinas) y la actividad 

antioxidante (DPPH•, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; y ABTS•+, 2,2’-azino-bis-3-etil 

benzotiazolin-6-sulfonato de amonio), después de 12 días de almacenamiento (7 días a 10 °C y 

5 días a 25 °C), se determinó que los frutos tratados redujeron significativamente la pérdida de 

peso (de 1 g a 0.33 g) y mantuvieron una mejor apariencia física. Los resultados destacaron que 

el recubrimiento combinado favoreció la retención de antocianinas (52.98 mg/mL) y 

compuestos fenólicos, mientras que el quitosano solo potenció la actividad antioxidante por 

DPPH (72.23%), concluyendo que la sinergia entre el polímero y el extracto vegetal preserva 

eficazmente tanto la integridad estructural como el valor nutricional del fruto en poscosecha. 

Palabras clave: Antioxidantes, Fenoles, Recubrimientos, Zarzamora. 

Materiales y métodos 

Frutos de zarzamora. Se utilizaron frutos obtenidos de un huerto comercial de zarzamora 

(Rubus fruticosus cv. Tupy) en madurez de consumo o comercial. El extracto acuoso de tallo de 

Verbesina sphaerocephala (10 mg/mL) se encuentra almacenado a 10°C en un frasco ámbar 

hasta su utilización, se obtuvo de acuerdo a lo que se describe en la sección de materiales y 

métodos. 

Evaluación del peso, firmeza y contenido de sólidos solubles en los frutos de zarzamora 

poscosecha recubiertos con quitosano y EATVs. 

Se evaluó la pérdida de peso, como cambio físico ocurrido después del periodo de incubación 

(7 días a 10 °C y 5 días a 25 °C) en los frutos sin recubrimiento de quitosano, con el 

recubrimiento de quitosano 2.5 % y recubiertos con quitosano 2.5 % adicionado con la CI100 

(1.01 mg/mL) del EATVs (basándose en la metodología del Capítulo 2), tomando resultados el 

primer día (día 0), el día 7 después de la incubación a 10 °C y por último el día 12 del 
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experimento, 5 días después de la incubación a 25 °C. También se evaluaron las propiedades 

mecánicas que fueron la firmeza y los sólidos solubles totales después de los 12 días de 

incubación. La toma de datos fue en los mismos días que el cambio físico y en los mismos frutos 

(n=5).  

Pérdida de peso. La pérdida de peso se evaluó el día que se recubrieron los frutos de zarzamora 

(día 0), el día 7 después de la incubación a 10 °C y también el día 12, al finalizar el experimento 

(después de 5 días incubados a 25 °C). El día 0 se realizó el pesaje de los frutos antes y después 

de ser recubiertos con los tratamientos del quitosano 2.5 % y quitosano 2.5 % adicionado con 

EATVs, utilizando frutos sin recubrimiento de quitosano como control. Los días 7 y 12, se 

realizó el pesaje de los frutos de los tres diferentes tratamientos y se compararon con los mismos 

frutos, recubiertos el día 0. Para recolectar los datos en cada día, se utilizaron tres frutos 

independientes en las muestras tomadas por día y por tratamiento. La báscula digital utilizada 

fue el modelo BASE-5EPP, marca PRETUL. Los resultados se expresan como pérdida o 

ganancia de peso al día 0, 7 o 12.  

Firmeza. La firmeza en (kg f/cm2) se midió con un penetrómetro mini fruit hardness meter, 

modelo GY-M30, utilizando los frutos de zarzamora después de realizar el pesaje los días 0, 7 

y 13, en los tres diferentes tratamientos: sin recubrimiento, con recubrimiento de quitosano 2.5 

%, y con recubrimiento de quitosano 2.5 % adicionado con EATVs, los cuales se colocaron 

sobre una superficie limpia y plana, para posteriormente introducir el identador por completo 

(0.8 cm de ancho por 2 cm de largo) y registrar la carga máxima aplicada sobre cada fruto.  

Sólidos solubles totales (SST). Después de evaluar la firmeza en los frutos, los mismos se 

utilizaron para evaluar la cantidad de sólidos solubles totales. Los frutos de zarzamora se 

colocaron en un mortero y se trituraron, luego se tomó una gota de 10 µL y se colocó en el 

prisma refractivo para poder determinar los resultados en grados Brix (°Bx). Se utilizo un 

refractómetro manual ATC, Brix 0-32 %, calibrado con una gota de agua destilada. 
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Obtención de los extractos de frutos de zarzamora poscosecha. Los extractos de frutos de 

zarzamora sin quitosano, con el recubrimiento óptimo antifúngico (2.5 %), recubiertos con la 

CI100 del EATVs y con quitosano adicionado con la CI100 del EATVs, los cuales fueron 

recubiertos en base a la metodología descrita en el capítulo II, se obtuvieron de acuerdo al 

método descrito por Arabbi y Lajolo (2004), con modificaciones. Cada fruto (n=3) fue sometido 

a una molienda con nitrógeno líquido y una vez pulverizado, se sometió a una extracción por 

maceración en frío (10 °C) en frascos ámbar, utilizando metanol como solvente extractante en 

una concentración de 1 g peso fresco en 10 mL de metanol (1:10). 

Después de 7 días, el macerado fue filtrado a través de papel filtro (Whatman no. 2), y se evaporó 

a sequedad en un rotavapor al vacío marca BÜCHI® (Suiza), modelo R-124 a 50°C, en un 

matraz balón de peso conocido, a 50ºC y se resuspendieron las muestras en 1 mg/10 mL de 

metanol y se almacenaron en frascos ámbar a 10°C hasta su utilización. Para el extracto de los 

frutos de zarzamora en fresco también se utilizaron por separado (n=3), cada fruto fue sometido 

a una molienda, se agregó metanol en una concentración 1:10 (1 g de peso fresco en 10 mL de 

metanol) y se evaporó a sequedad en el rotavapor antes mencionado. Las muestras obtenidas se 

resuspendieron en 1 mg/10 mL de metanol y se almacenaron en frascos ámbar, aunque se 

utilizaron inmediatamente. 

Las últimas muestras descritas se utilizaron como control, mientras que las muestras de los 

frutos después de la incubación fueron utilizadas para la determinación del contenido de ácidos 

fenólicos totales por el método de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999; Mod. por Rodríguez-

Valdovinos, 2024), flavonoides por el método cloruro de aluminio (Mahboubi et al., 2013; Mod. 

por Rodríguez-Valdovinos, 2024), antocianinas mediante el método diferencial de pH (Giusti y 

Wrolstad, 2001). La actividad antioxidante se determinó por dos métodos, con la actividad 

captadora de radicales libres DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de acuerdo a lo descrito por 

Barriada-Bernal et al. (2014), modificado por Rodríguez-Valdovinos (2024) y por el método de 

la actividad inhibitoria del radical ABTS•+ con la oxidación de 2,2’-azino-bis-3-etil 

benzotiazolin-6-sulfonato de amonio (Lee et al., 2015; Modificado por Rodríguez-Valdovinos, 

2024) (n=3). 
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Determinación del contenido de compuestos totales 

Determinación del contenido total de ácidos fenólicos. Se determinó el contenido fenólico total 

usando el método de Folin-Ciocalteu, de acuerdo con Singleton et al. (1999) con modificaciones 

de Rodríguez-Valdovinos (2024). Se tomaron 50 µL de cada muestra de frutos de zarzamora sin 

quitosano, frutos recubiertos con quitosano al 2.5 %, frutos recubiertos con la CI100 del EATVs, 

frutos recubiertos con quitosano al 2.5 % adicionadas con la CI100 del EATVs, y también del 

extracto a dos concentraciones: 1 mg/mL y 10 mg/mL. Posteriormente se adicionaron 500 µL 

de agua desionizada y se agitaron. Se añadieron 25 μL del reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N y se 

agitaron por 5 min. Después se agregaron 75 µL de una solución de Na2CO3 al 20 % (m/v) y se 

dejaron reposando en ausencia de luz y en temperatura ambiente por 2 h. Se leyeron las 

absorbancias de las muestras en un espectrofotómetro de luz ultravioleta (UV/VIS VELAB-

VE5100UV) a 760 nm.  

Para determinar el contenido total de compuestos fenólicos de los frutos de zarzamora 

poscosecha recubiertos con quitosano al 2.5 %, se utilizó metanol como blanco y para el extracto 

acuoso de tallo de V. sphaerocephala, se utilizó agua y etanol (1:1). Los valores se reportan 

como mg equivalentes de ácido gálico por gramo de muestra (peso seco, p.s.) (mg EAG/g p.s.) 

mediante una curva de calibración realizada con diferentes concentraciones de ácido gálico (0-

0.3 mg/mL), determinando la concentración mediante la ecuación de la recta: 

𝑥=
𝑦 − 0.1082

3.0246

Determinación del contenido total de flavonoides. La cuantificación de flavonoides totales se 

realizó por el método de cloruro de aluminio descrito por Mahboubi et al., 2013; modificado 

por Rodríguez-Valdovinos, 2024. Primeramente, se añadieron 100 μL de muestra de cada uno 

de los extractos de frutos de zarzamora (sin quitosano, con quitosano 2.5 %, con la CI100 del 

EATVs y con quitosano 2.5 % adicionado con la CI100 del EATVs), así como del EATVs en las 

concentraciones de 1mg/mL y 10 mg/mL (n=3), para después añadir 300 μL de etanol absoluto. 

Posteriormente se agregaron 40 μL de solución de AlCl3 (cloruro de aluminio) al 10 % y 40 μL 

de solución de acetato de potasio 1M, para finalmente agitar vigorosamente. Después se 

añadieron 560 μL de agua desionizada y se agitaron nuevamente, para dejarlos reposar en 
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oscuridad y a temperatura ambiente por 30 min. Como blanco o control para las muestras de los 

frutos de zarzamora, se utilizó metanol y para las muestras del extracto se empleó agua y etanol 

(1:1). Se obtuvieron las lecturas de absorbancia de cada muestra en un espectrofotómetro de luz 

ultravioleta (UV/VIS VELAB-VE5100UV) a una longitud de onda de 415 nm. Los valores se 

reportan como mg equivalentes de quercetina por gramo en peso seco (mg EQ/g p.s.), obtenidos 

mediante una curva de calibración, realizada con quercetina en un rango de concentración de 0-

0.4 mg/mL, con la ecuación de la recta: 

𝑥=
𝑦 − 0.0427

2.5051

Determinación del contenido total de antocianinas. El método diferencial de pH propuesto por 

Giusti y Wrolstad (2001), se basa en la reacción para cuantificar el total de antocianinas y se 

realizó en los extractos de frutos de zarzamora en poscosecha sin recubrimiento, recubiertos con 

quitosano al 2.5 %, recubiertos con la CI100 del EATVs y recubiertos con quitosano al 2.5 % 

adicionados con la CI100 del EATVs. Primero se añadió HCl concentrado 10 % v/v a los 

extractos de los frutos de zarzamora para dejarlos reposar 1 día cubiertos de la luz, a 10 °C. 

Después se prepararon dos soluciones, la primera consistió en de KCl (cloruro de potasio) 0.025 

M con pH 1.0, y la segunda, de acetato de sodio (CH3COONa) 0.4 M con pH 4.5. Posteriormente 

se tomaron 100 μL de la muestra y 400 µL de cada solución, por separado (n=3), y se incubaron 

por 15 min en oscuridad a temperatura ambiente. Como blanco se utilizó metanol más HCl y 

cada solución, por separado. Después se obtuvieron los valores de absorbancias a una longitud 

de onda de 510 nm, y después se realizó una segunda lectura, a una longitud de onda de 700 nm, 

en un espectrofotómetro de luz ultravioleta (UV/VIS VELAB-VE5100UV). 

Para realizar el cálculo de la absorbancia neta se utilizó la siguiente fórmula: 

𝐴 = (𝐴ƛ510 − 𝐴ƛ700)𝑝𝐻1 − (𝐴ƛ510 − 𝐴ƛ700)𝑝𝐻4.5 

En donde A es la absorbancia neta, 𝐴ƛ510 son las lecturas capturadas con la absorbancia a 510 

nm, 𝐴ƛ700 son las lecturas capturadas con la absorbancia a 700 nm, 𝑝𝐻1 son los datos 

correspondientes a las lecturas con el buffer de KCl (pH 1) y 𝑝𝐻4.5 son los datos 

correspondientes a las lecturas con el buffer de acetato de sodio (pH 4.5). Los datos obtenidos 
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en esta fórmula fueron empleados en el cálculo de contenido de antocianinas en el cual se utilizó 

la siguiente fórmula: 

𝐴𝑛𝑡𝑖𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎𝑠
𝑚𝑔

𝐿
=

 𝐴 𝑥 𝑀𝑊 𝑥 𝐷𝐹 𝑥 1000

𝜀 𝑥 1 𝑐𝑚

En donde A absorbancia neta, calculada anteriormente. MW es el peso molecular del pigmento 

(g/mol). DF es el factor de dilución de la muestra, 𝜀 es la extinción o absortividad molar de la 

muestra y 1cm es la longitud de la celda. Los resultados se expresarán como el contenido de 

antocianinas en mg/L que se encuentran en cada muestra. 

Determinación de la actividad antioxidante in vitro 

Determinación de la actividad antioxidante por el método DPPH•. La determinación de la 

actividad antioxidante de captación de radicales libres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH•) en 

los frutos de zarzamora en poscosecha sin recubrimiento, recubiertos con quitosano 2.5 %, con 

la CI100 del EATVs y quitosano 2.5 % con la CI100 del EATVs, además del extracto en dos 

concentraciones (1mg/mL y 10 mg/mL), se realizó en base al método de Barriada-Bernal et al. 

(2014), modificado por Rodríguez-Valdovinos, 2024. Se utilizó una solución de DPPH• con 98 

μg/mL en metanol, de ésta, se tomaron 450 μL y se mezcló con 50 μL de cada muestra y se 

agitaron vigorosamente.  El blanco utilizado para las muestras de los frutos de zarzamora fue 

metanol y para el EATVs agua y etanol (1:1). Después se incubaron en oscuridad, a temperatura 

ambiente por 20 min y se obtuvo la absorbancia a 517 nm con un espectrofotómetro de luz 

ultravioleta (UV/VIS VELAB-VE5100UV). Se utilizaron el ácido ascórbico y Trolox (ácido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) como comparativos de antioxidantes sintéticos, 

a una concentración de 10 mg/mL. Los resultados se muestran como el porcentaje de la 

capacidad de eliminación de radicales libres que se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula:  

%𝐷𝑃𝑃𝐻 =
(𝐴𝑏𝑠𝐶 − 𝐴𝑏𝑠𝑀)

(𝐴𝑏𝑠𝐶)
𝑥100 
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Donde 𝐴bsC es la absorbancia del blanco (metanol para los frutos de zarzamora y agua:etanol 

(1:1)) más la solución DPPH• y 𝐴𝑏sM es la absorbancia del DPPH• más la muestra de los frutos 

de zarzamora sin quitosano, recubiertos con quitosano 2.5 % y recubiertos con quitosano 2.5 % 

adicionado con el CI100 del EATVs después de la incubación, también se realizó con el extracto 

a 1 mg/mL y a 10 mg/mL. 

Determinación de la actividad antioxidante por el método de ABTS•+. La técnica ABTS·+ se 

realizó usando el procedimiento descrito por Lee et al. (2015), modificado por Rodríguez-

Valdovinos, 2024. Primero se generó el radical ABTS•+ mediante una reacción de oxidación 

del ABTS (7.4 mM) y K2S2O8 (persulfato de potasio) (2.4 mM), en una relación 1:1, se puso en 

agitación en un frasco ámbar y en oscuridad durante 2 h, a temperatura ambiente. La solución 

de ABTS•+ se diluyó con agua desionizada hasta alcanzar un valor de absorbancia de 0.700 ± 

0.01 a una longitud de onda de 734 nm en un espectrofotómetro de luz ultravioleta (UV/VIS 

VELAB-VE5100UV). 

Una vez obtenida la solución ABTS·+, se agregaron 50 μL de muestra de los frutos de zarzamora 

sin quitosano, de frutos recubiertos con quitosano al 2.5 %, con la CI100 del EATVs y de frutos 

recubiertos con quitosano al 2.5 % adicionando la CI100 del EATVs, después del 

almacenamiento (7 días a 10 °C y 5 días a 25°C), además del extracto en dos concentraciones 

(1 mg/mL y 10 mg/mL). El blanco utilizado para las muestras de los frutos de zarzamora fue 

metanol y para el extracto fue agua:etanol (1:1). Después, se añadieron 450 μL de solución 

ABTS·+ y se agitaron brevemente. Se incubaron por 6 min en oscuridad y a temperatura 

ambiente. El valor de la absorbancia se obtuvo a 734 nm en un espectrofotómetro de luz 

ultravioleta (UV/VIS VELAB-VE5100UV). El porcentaje de inhibición del radical ABTS·+ se 

midió usando la fórmula: 

%𝐴𝐵𝑇𝑆 =
(𝐴𝑏𝑠𝐶 − 𝐴𝑏𝑠𝑀)

(𝐴𝑏𝑠𝐶)
𝑥100 

Donde 𝐴bsC es la absorbancia del control (solución ABTS·+ más metanol y agua:etanol (1:1)), 

𝐴bsM representa la absorbancia de la muestra de prueba (solución ABTS·+ más la muestra de 

los frutos de zarzamora sin quitosano, recubiertos con quitosano 2.5 % y recubiertos con 
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quitosano 2.5 % adicionado con el CI100 del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala 

después de la incubación y también del extracto (1 mg/mL y 10 mg/mL). 

Análisis estadístico. Los resultados se expresan como la media ± desviación estándar (n=3), 

con la realización de cada experimento al menos dos veces. Éstos se procesaron mediante un 

análisis de varianza de una vía; las medias se compararon con la prueba de Tukey con un nivel 

de significancia de P<0.05, usando el software JMP8. 

Resultados y discusión 

Pérdida de peso, firmeza y sólidos solubles en los frutos de zarzamora poscosecha 

recubiertos con quitosano y EATVs 

Pérdida de peso. Con la determinación de la pérdida de peso (g) en los frutos de zarzamora, se 

obtuvieron resultados que expresan que con los recubrimientos con quitosano 2.5 % y los 

recubrimientos con quitosano 2.5 % adicionados con la CI100 del EATVs, hubo cambios del 

peso de los frutos de acuerdo a cada tratamiento durante el tiempo de incubación. El primer 

cambio de peso se observó en los frutos sin recubrimiento, en los recubiertos con quitosano 2.5 

% y en los frutos con el EATVs, a los 7 días de almacenamiento a 10 °C, con una pérdida de 

peso de 0.33 g, 0.67 g y 1 g, respectivamente, mientras que en los frutos recubiertos con 

quitosano 2.5 % adicionado con el EATVs no se presentó pérdida de peso en los frutos (Figura 

18). A los 12 días de la incubación (7 días a 10 °C y 5 días a 25 °C), se observó la mayor pérdida 

de peso en los frutos sin recubrimiento y con el EATVs (1 g) y los menores valores en los 

tratamientos con quitosano 2.5 % (0.33 g) y quitosano 2.5 % con EATVs (0.33 g), sin diferencias 

significativas entre éstos (Figura 19). 

La menor pérdida de peso en frutos con recubrimiento de quitosano se explica a las propiedades 

de retención de humedad del quitosano, debido a la presencia de los grupos hidroxilo (-OH) y 

amino (-NH2) de esta molécula, lo que mejora la afinidad con el agua y previene la 

deshidratación en los frutos (Chaiwong et al., 2022). Sin embargo, esta cualidad se vio 

favorecida cuando se adicionó el EATVs, sugiriendo que este extracto, rico en compuestos 

fenólicos (también con grupos −OH), se forman múltiples enlaces de hidrógeno entre los fenoles 
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y las cadenas de quitosano, dando como resultado que el recubrimiento sea más compacto y 

denso, que actúa como una barrera física mucho más difícil de atravesar para las moléculas de 

vapor de agua. Los compuestos fenólicos del extracto pueden interactuar con los sitios 

hidrofílicos del quitosano, "ocupándolos", lo que reduce la capacidad del vapor de agua del fruto 

para difundirse a través de la película. El extracto actúa como un "sellador" que reduce la 

permeabilidad al vapor de agua. La pérdida de peso en frutos no es solo evaporación física, sino 

también resultado de la respiración (oxidación de azúcares que libera CO2 y H2O (Siripatrawan 

y Harte, 2010; Hosseini et al., 2018). 

Figura 19. Pérdida de peso (g) en frutos de zarzamora cv. Tupy frescos (Día 0) y 

almacenados por 7 días a 10 ºC y después por 5 días a 25 °C, con los siguientes 

tratamientos: Fruto S/Q, frutos sin recubrimiento de quitosano; Fruto + EATVs, 

frutos recubiertos con extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala 

(CI100=1.01 mg/mL); Q 2.5, frutos recubiertos con quitosano 2.5 %; Q 2.5 + 

EATVs, frutos recubiertos con quitosano 2.5 % adicionado con extracto acuoso 

de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL). Letras distintas 

indican diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de 

Tukey). 

Firmeza. La firmeza, determinada como la fuerza de un kg aplicada sobre un cm2 de cada uno 

de los frutos (kgf/cm2), fue menor en los frutos sin quitosano (1.87), mientras que en los 

recubiertos con EATVs, quitosano 2.5 % y quitosano 2.5 % adicionado con el EATVs, los 

valores fueron mayores, con 2.13, 2.34 y 2.32, respectivamente y sin diferencia significativa, al 
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inicio del experimento (tiempo 0). Bajo las condiciones y tiempo de almacenamiento, la firmeza 

en los frutos recubiertos con el EATVs aumentó a 2.52, en el tratamiento con quitosano 

adicionado con el EATVs se mantuvo a los 7 días (10 °C) (2.32), aunque la firmeza en los frutos 

con quitosano 2.5 % solo, disminuyó a 1.64 (Figura 20). Sin embargo, a los 5 días de 

almacenamiento a 25 ºC, los valores de firmeza disminuyeron en los frutos de todos los 

tratamientos, con el más bajo valor en los recubiertos con EATVs (0.98) y quitosano 2.5 % más 

el EATVs (0.75), con diferencias significativas entre los otros tratamientos (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Firmeza en frutos de zarzamora cv. Tupy frescos (Día 0) y almacenados por 7 

días a 10 ºC y después por 5 días a 25 °C, con los siguientes tratamientos: Fruto 

S/Q, frutos sin recubrimiento de quitosano; Fruto + EATVs, frutos recubiertos 

con extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL); 

Q 2.5, frutos recubiertos con quitosano 2.5 %; Q 2.5 + EATVs, frutos recubiertos 

con quitosano 2.5 % adicionado con extracto acuoso de tallo de Verbesina 

sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL). Letras distintas indican diferencia 

significativa entre los tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de Tukey). 

 

Estos resultados coinciden con los obtenidos con Ramos-Bell et al. (2024), quienes reportaron 

cambios en la firmeza de frutos de arándanos, con una disminución del 6 % al combinar 

quitosano con ácido salicílico, respecto a los frutos sin quitosano, a una temperatura estable de 

25 °C por 9 días. Esa investigación también refiere que al mantener la temperatura de 4 °C la 

firmeza es igual para los tratamientos con y sin quitosano. Este efecto observado en la pérdida 

de la firmeza a 25 °C, incluso con el extracto EATVs, se debe a una combinación de aceleración 
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metabólica y cambios en la estructura física del recubrimiento, ya que la firmeza de un fruto 

depende de la integridad de la pared celular, específicamente de las pectinas, las que, a una 

temperatura de 25 °C, la actividad de enzimas como la poligalacturonasa (PG) y la 

pectinmetilesterasa (PME) se incrementa exponencialmente en comparación con los 10 °C. 

Aunque el quitosano y los fenoles del EATVs pueden inhibir parcialmente estas enzimas o 

reducir el oxígeno disponible, no detienen en gran medida la maduración de los frutos a esa 

temperatura, ya que se incrementa la tasa respiratoria y la transpiración, provocando la pérdida 

de turgencia, en la que la firmeza está ligada a la presión de turgencia de las vacuolas, se 

modifica la permeabilidad de los recubrimientos, los que también pueden ser sensibles a la 

temperatura. 

Aunque parece contradictorio, que, en frutos recubiertos con quitosano adicionados con el 

EATVs, la firmeza decaiga, esto puede explicarse debido a la propiedad acuosa del extracto, ya 

que a altas temperaturas (25 °C), algunos compuestos fenólicos podrían inducir un ligero estrés 

oxidativo o ablandamiento químico en la epidermis del fruto si la concentración es alta. Además, 

el extracto acuoso puede plastificar demasiado la película de quitosano a altas temperaturas, 

haciéndola más permeable al vapor de agua que el quitosano solo en condiciones de calor 

extremo (Miranda et al., 2004; Siripatrawan y Harte, 2010; Wang et al., 2022). 

Sólidos solubles totales. Los sólidos solubles totales son un indicador de sabor y dulzura en los 

frutos de zarzamora cv. Tupy, se evalúan en grados Brix (°Bx) mediante un refractómetro y 

cuyo valor para estos frutos en promedio es de 10 a 14 °Bx (González-Jiménez et al., 2020). Al 

inicio del experimento (tiempo 0), en los frutos de zarzamora sin recubrimiento y en frutos 

recubiertos con quitosano al  2.5 %, el valor fue de 10 °Bx, pero con la adición del EATVs y el 

quitosano con EATVs, este valor fue más alto (12 °Bx). Los cambios de este parámetro durante 

el tiempo y temperaturas de incubación, se mantuvieron en promedio de los valores iniciales 

(10-12 °Bx), con los valores más altos en los frutos recubiertos con EATVs y quitosano 2.5 más 

el EATVs, sin diferencias significativas (Figura 21). Estos valores de °Bx (10-12) se encuentran 

en el rango reportado por González-Jiménez et al. (2020). 
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Figura 21. Sólidos solubles totales en frutos de zarzamora cv. Tupy frescos (Día 0) y 

almacenados por 7 días a 10 ºC y después por 5 días a 25 °C, con los siguientes 

tratamientos: Fruto S/Q, frutos sin recubrimiento de quitosano; Fruto + EATVs, 

frutos recubiertos con extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala 

(CI100=1.01 mg/mL); Q 2.5, frutos recubiertos con quitosano 2.5 %; Q 2.5 + 

EATVs, frutos recubiertos con quitosano 2.5 % adicionado con extracto acuoso 

de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL). Letras distintas 

indican diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de 

Tukey). 

El hecho de que los sólidos solubles totales, medidos en °Bx, se mantengan estables (entre 10 y 

12) a pesar de las diferentes temperaturas y el tiempo de incubación, es un indicador positivo de

la efectividad de tu tratamiento en los frutos de zarzamora con los recubrimientos. Esto sugiere 

que el recubrimiento de quitosano enriquecido con EATVs actuó como una barrera efectiva para 

reducir el metabolismo interno del fruto. Este comportamiento se explica por la creación de una 

atmósfera modificada que limita el intercambio gaseoso, inhibiendo la degradación enzimática 

del almidón en azúcares simples (Maqbool et al., 2010). La estabilidad de este parámetro es un 

indicador clave del retraso en la senescencia y el mantenimiento de la calidad postcosecha 

(Romanazzi et al., 2017). 
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Determinación del contenido total de compuestos 

Determinación del contenido total de ácidos fenólicos. El contenido total de ácidos fenólicos 

en los frutos de zarzamora se muestra en la figura 22, el valor más alto obtenido fue de 2.71 mg 

EAG/g p.s., para el tratamiento con el EATVs, seguido de la obtención de 2.47 mg EAG/g p.s. 

en los frutos recién cosechados sin recubrimiento, valor que se mantuvo sin diferencias 

significativas con los valores determinados en frutos recubiertos con quitosano 2.5 % (2.35 mg 

EAG/g p.s.) y con quitosano 2.5 % adicionado con el EATVs (2.31 mg EAG/g p.s.), a los 12 

días después de su incubación (7 días a 10 ºC y 5 días a 25 ºC). En los frutos sin recubrimiento 

de quitosano, pero almacenados por 12 días, el contenido fue de 2.12 mg EAG/g p.s. y el menor 

contenido se obtuvo en los frutos recubiertos solo con el EATVs (0.84 mg EAG/g p.s.) (Figura 

22). 

Figura 22. Contenido total de ácidos fenólicos (mg Equivalentes de Ácido Gálico/g peso 

seco) en frutos de zarzamora cv. Tupy frescos (Día 0) y almacenados por 7 días 

a 10 ºC y después por 5 días a 25 °C, con los siguientes tratamientos: Fruto S/Q, 

frutos sin recubrimiento de quitosano; Fruto + EATVs, frutos recubiertos con 

extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL); Q 

2.5, frutos recubiertos con quitosano 2.5 %; Q 2.5 + EATVs, frutos recubiertos 

con quitosano 2.5 % adicionado con extracto acuoso de tallo de Verbesina 

sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL). Letras distintas indican diferencia 

significativa entre los tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de Tukey). 
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El mantenimiento del contenido de compuestos fenólicos en los frutos recubiertos, sin 

diferencias significativas respecto al valor inicial (2.47 mg EAG/g p.s.), sugiere que la matriz 

de quitosano y su combinación con el EATVs ejercen un efecto protector contra la oxidación de 

metabolitos secundarios. En frutos como la zarzamora (Rubus spp.), los fenoles tienden a 

disminuir durante la senescencia debido a la actividad de enzimas como la polifenol oxidasa 

(PPO) y la peroxidasa (POD). El recubrimiento de quitosano actúa como una barrera al oxígeno 

(O2), limitando la actividad de estas enzimas oxidativas y preservando así la integridad de los 

ácidos fenólicos (Martínez-Camacho et al., 2022).  

Los resultados obtenidos en esta investigación, demuestra que hay una estabilidad del contenido 

de fenólicos durante el almacén, ya sea a 10 °C como a 25 °C, sugiriendo que el recubrimiento 

de quitosano sea el mayor responsable, ya que en frutos recubiertos solo con el EATVS, el 

contenido de fenólicos disminuyó. La ligera disminución en los frutos sin recubrimiento (2.12 

mg EAG/g p.s.) refleja un proceso de senescencia más avanzado donde los antioxidantes propios 

del fruto se consumen para neutralizar especies reactivas de oxígeno (ROS) (Zhang y Quantick, 

1997; Siripatrawan y Harte, 2010). En particular, Gol et al. (2013) observaron que en frutos de 

fresa recubiertos con quitosano 1 % y almacenados a 11 °C por 12 días, el contenido de ácidos 

fenólicos disminuyó durante las condiciones de almacén, aunque observaron que, a comparación 

de los frutos sin recubrimiento, las concentraciones de ácidos fenólicos son más altas, al igual 

que los resultados obtenidos en esta investigación.  

Determinación del contenido total de flavonoides. El contenido total de flavonoides en los 

frutos de zarzamora cv. Tupy se muestra en la figura 23, recién cosechados (día 0) y 

almacenados por 12 días (7 días a 10 °C y 5 días a 25 °C), en la que se observa que el mayor 

contenido de flavonoides se obtuvo en los frutos recubiertos con quitosano 2.5 % (4.30 mg EQ/g 

p.s.),  respecto a los frutos recubiertos con quitosano 2.5 % adicionado con EATVs (4.11 mg

EQ/g p.s.), sin diferencias significativas entre ellos, valores más altos que el mostrado en frutos 

frescos sin recubrimiento (2.77 mg EQ/g p.s.), en los frutos sin recubrimientos de quitosano 

(2.86 mg EQ/g p.s.) y en los frutos con EATVs (2.82 mg EQ/g p.s.) con 12 días de 

almacenamiento, un valor similar al del EATVs  (2.44 mg EQ/g p.s.) a ese tiempo de 

almacenamiento, sin diferencia estadística significativa entre estos tratamientos (Figura 23). 
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El incremento significativo en el contenido de flavonoides en los frutos recubiertos con 

quitosano (4.30 mg EQ/g p.s.) y quitosano + EATVs (4.11 mg EQ/g p.s.), en comparación con 

los frutos frescos (2.77 mg EQ/g p.s.), sugiere que el quitosano no solo actúa como una barrera 

física, sino también como un elicitador biótico, ya que éste es un polímero con capacidad de 

activar rutas metabólicas de defensa en las plantas, específicamente la ruta de los 

fenilpropanoides, lo que lleva a la síntesis de novo de compuestos como los flavonoides, los 

cuales funcionan como mecanismos de defensa química ante el estrés del almacenamiento 

(Romanazzi et al., 2017). 

Figura 23. Contenido de flavonoides totales (mg Equivalentes de Quercetina/g peso seco) 

en frutos de zarzamora cv. Tupy frescos (Día 0) y almacenados por 7 días a 10 

ºC y después por 5 días a 25 °C, con los siguientes tratamientos: EATVs, extracto 

acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL); Fruto S/Q, 

frutos sin recubrimiento de quitosano; Fruto + EATVs, frutos recubiertos con 

extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL); Q 

2.5, frutos recubiertos con quitosano 2.5 %; Q 2.5 + EATVs, frutos recubiertos 

con quitosano 2.5 % adicionado con extracto acuoso de tallo de Verbesina 

sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL). Letras distintas indican diferencia 

significativa entre los tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de Tukey). 
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También este efecto puede deberse a la preservación por barrera de gases que ejerce el 

quitosano, por lo que el contenido de flavonoides fue mayor en los frutos de zarzamora 

recubiertos con quitosano frente a los frutos sin recubrimiento (2.86 mg EQ/g p.s.) y con el 

extracto solo (2.44 mg EQ/g p.s.), por la formación de una película semipermeable. Esta barrera 

reduce la disponibilidad de oxígeno, lo que disminuye la tasa de auto-oxidación de los 

flavonoides y limita la actividad de la enzima polifenol oxidasa (PPO), encargada de degradar 

estos pigmentos (Petriccione et al., 2015). 

En cuanto al efecto observado en los frutos recubiertos con el EATVs en combinación con el 

quitosano, indica que la matriz polimérica es el factor determinante para la retención de estos 

compuestos. El bajo valor del tratamiento con solo el EATVs refuerza la idea de que los 

compuestos fenólicos del extracto requieren de una matriz (como el quitosano) para estabilizarse 

y evitar su degradación por la temperatura de 25 °C. 

Contenido de antocianinas monoméricas totales. El contenido de antocianinas en frutos de 

zarzamora cv. Tupy, se muestran en la figura 24, en la que se indica un alto contenido en los 

frutos frescos con 57.19 mg/L, el cual disminuyó con las condiciones de almacén (7 días a 10 

°C y 5 días a 25 °C) en todos los tratamientos, aunque en frutos recubiertos con quitosano 2.5 

% y con quitosano 2.5 % adicionado con el EATVs, el contenido de antocianinas se mantuvo 

en una concentración aceptable, con 46.61 mg/L y 52.98 mg/L, respectivamente. Los valores 

más bajos se observaron en los frutos sin recubrimiento y recubiertos con el EATVs solo, con 

17.20 y 9.60 mg/L, respectivamente. 

El contenido de antocianinas en frutos de zarzamora se encuentra entre 87-102 mg/100 g de 

antocianinas, aunque realmente depende del cultivar y la zona en donde se cosechen (Ponder et 

al., 2021). En la investigación realizada por Ascencio-Arteaga et al. (2022), los autores 

observaron en frutos de zarzamora recubiertos con goma guar y candelilla (cera derivada de una 

planta), almacenados por 6 días a 25 °C, que los frutos sin recubrimiento redujeron el contenido 

de antocianinas en comparación a frutos con recubrimiento, y mencionan que esto se debe a la 

inestabilidad de los pigmentos de los frutos que no tienen la protección de los recubrimientos 

que son sometidos al almacenamiento y que además aceleran el pardeamiento. 
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Figura 24. Contenido total de antocianinas (mg/L) en frutos de zarzamora cv. Tupy frescos 

(Día 0) y almacenados por 7 días a 10 ºC y después por 5 días a 25 °C, con los 

siguientes tratamientos: Fruto S/Q, frutos sin recubrimiento de quitosano; Fruto 

+ EATVs, frutos recubiertos con extracto acuoso de tallo de Verbesina 

sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL); Q 2.5, frutos recubiertos con quitosano 2.5 

%; Q 2.5 + EATVs, frutos recubiertos con quitosano 2.5 % adicionado con 

extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL). 

Letras distintas indican diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05, 

n=5, prueba de Tukey). 

Determinación de la actividad antioxidante in vitro 

Determinación de la actividad antioxidante por DPPH•. Con la determinación de la actividad 

antioxidante por el método DPPH• se obtuvieron resultados que se expresan como el porcentaje 

de inhibición del radical, en los extractos metanólicos de los diferentes tratamientos de frutos 

de zarzamora cv. Tupy. En los frutos de zarzamora recién cosechados (Día 0), la actividad 

antioxidante fue de 36.12 % sin cambios de esta actividad cuando fueron almacenados por 12 

días (7 días a 10ºC y 5 días a 25°C), en los frutos sin recubrimientos (37.91 %) y en los 

recubiertos solo con el EATVs (44.53 %), así como con el EATVs 1 mg/mL (37.21 %), sin 

diferencias significativas entre estos tratamientos (Figura 25). Sin embargo, en los frutos 

recubiertos con quitosano solo 2.5 % solo y adicionado con el EATVs, almacenados por 12 días, 

la actividad antioxidante fue mayor con valores de 72.23 % y 61.94 %, respectivamente. 
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Respecto a la actividad antioxidante con los tratamientos control, con Trolox se obtuvo un 88.86 

% y con ácido ascórbico un 89.92 %, valores sin diferencia significativa entre ello y con 

diferencia con los demás tratamientos (Figura 25).  

Estos resultados coinciden con los encontrados por Martínez-González et al. (2020), que 

reportaron una actividad antioxidante por DPPH mayor en fresas recubiertas con quitosano, en 

comparación con fresas sin recubrimiento, en condiciones de almacén de 4 °C por 8 días. Esto 

se debe a que los recubrimientos de quitosano atrapan radicales libres que evitan la degradación 

de antioxidantes (Wang y Gao, 2013).  

Figura 25. Determinación de actividad antioxidante mediante el método DPPH• en frutos de 

zarzamora cv. Tupy frescos (Día 0) y almacenados por 7 días a 10 ºC y después 

por 5 días a 25 °C, EATVs, extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala 

(CI100=1.01 mg/mL); Fruto S/Q, frutos sin recubrimiento de quitosano; Fruto + 

EATVs, frutos recubiertos con extracto acuoso de tallo de Verbesina 

sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL); Q 2.5 frutos recubiertos con quitosano 2.5 

%; Q 2.5 + EATVs, frutos recubiertos con quitosano 2.5 % adicionado con 

extracto acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL). 

Letras distintas indican diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.05, 

n=5, prueba de Tukey). 
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Determinación de la actividad antioxidante por ABTS•+. Los porcentajes de actividad 

antioxidante determinados por ABTS•+ en frutos de zarzamora, se expresan como porcentaje 

de inhibición y un 87 % fue presentado por los frutos recién cosechados (Día 0) sin 

recubrimiento, actividad que disminuyó bajo las condiciones de almacén (7 días a 10ºC y 5 días 

a 25°C), obteniendo porcentajes de 74.36 % en el EATVs (1 mg/mL), 77.35 % en frutos 

recubiertos con el EATVs, 66.85 % en los frutos sin recubrimiento, 51.62 % en los frutos 

recubiertos solo con quitosano y 62.53 % en los frutos con recubrimiento de quitosano 2.5 % 

adicionado con EATVs. Valores de 79.98 % y 83.12 %, se obtuvieron con Trolox y ácido 

ascórbico, respectivamente (Figura 26).  

Figura 26. Determinación de actividad antioxidante mediante el método ABTS•+, en frutos 

de zarzamora cv. Tupy frescos (Día 0) y almacenados por 7 días a 10 ºC y después 

por 5 días a 25 °C, con los siguientes tratamientos: EATVs, extracto acuoso de 

tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL); Fruto S/Q, frutos sin 

recubrimiento de quitosano; Fruto + EATVs, frutos recubiertos con extracto 

acuoso de tallo de Verbesina sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL); Q 2.5, frutos 

recubiertos con quitosano 2.5 %; Q 2.5 + EATVs, frutos recubiertos con 

quitosano 2.5 % adicionado con extracto acuoso de tallo de Verbesina 

sphaerocephala (CI100=1.01 mg/mL). Letras distintas indican diferencia 

significativa entre los tratamientos (P<0.05, n=5, prueba de Tukey). 
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El quitosano es antioxidante por los grupos amino e hidroxilo que posee, ya que reducen el daño 

oxidativo y además retrasa el deterioro de los alimentos. La desacetilación y el peso molecular 

del quitosano influyen en la actividad antioxidante de los frutos, ya que menor peso molecular 

y más desacetilación favorece la actividad antioxidante (Wang et al., 2024). 

Conclusiones 

El uso del recubrimiento de quitosano al 2.5% adicionado con el extracto acuoso de tallo de V. 

sphaerocephala (EATVs) constituye una alternativa que optimiza la vida de anaquel de frutos 

de zarzamora cv. Tupy, ya que reduce la pérdida de peso en un 67% y estabiliza el metabolismo 

respiratorio sin alterar los sólidos solubles totales. Esta formulación no solo actúa como una 

barrera física contra la transpiración y el daño oxidativo, duplicando la capacidad antioxidante 

(DPPH), sino que también ejerce un efecto elicitador que incrementa en un 55% el contenido 

de flavonoides y triplica la retención de antocianinas (52.98 mg/L).  

Se concluye que, si bien el recubrimiento potencia la firmeza de forma óptima bajo refrigeración 

(10 °C), su verdadera eficacia radica en la sinergia química entre la matriz polimérica y los 

metabolitos del extracto, logrando preservar el valor nutricional, funcional y visual del fruto 

frente al estrés por almacenamiento prolongado. 
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9. DISCUSIÓN GENERAL

Actividad antifúngica in vitro del EATVs y quitosano 

El principal hallazgo de esta etapa fue la determinación de la CI100 del extracto de V. 

sphaerocephala (EATVs) en 1.01 mg/mL y la eficacia total de la actividad antifúngica in vitro 

del quitosano al 2.5%, sobre el crecimiento micelial de B. cinerea. La variabilidad observada 

respecto a estudios previos en este extracto, para el que se reportó una CI100 de 0.25 mg/mL, 

confirma que factores abióticos y el sitio de recolecta modifican el perfil de metabolitos 

secundarios. La sinergia lograda al combinar ambos componentes al 100% de inhibición sugiere 

que los grupos amino del quitosano y los fenólicos del extracto muestran de forma simultánea 

la inhibición del crecimiento de B. cinerea (Lopez-Moya et al., 2019). 

Efecto antifúngico en frutos poscosecha de zarzamora cv. Tupy recubiertos 

Aunque el extracto y el quitosano por separado inhibieron al patógeno, solo la mezcla de 

quitosano 2.5% + EATVs (CI100) preservó la calidad de los frutos durante su vida de anaquel 

(IS 0). El extracto solo, sin quitosano, provocó el colapso de las drupeolas (leakers), mientras 

que la matriz polimérica del quitosano actuó como un soporte estructural. Esta sinergia es vital, 

ya que la zarzamora es un fruto altamente susceptible al daño mecánico y a la colonización 

necrotrófica de B. cinerea, con la ruptura de la cutícula (Popescu et al., 2022). 

Propiedades mecánicas y conservación de compuestos bioactivos 

La reducción del 67% en la pérdida de peso y la estabilización de los sólidos solubles (10-12 

°Bx) demuestran que el recubrimiento de quitosano con el EATVs, crea una atmósfera 

modificada. Un hallazgo relevante fue el incremento del 55% en flavonoides (4.30 mg EQ/g 

p.s.) y la alta retención de antocianinas (52.98 mg/L), lo que posiciona al quitosano como un

elicitador biótico que activa el sistema de defensa del fruto. Sin embargo, la pérdida de firmeza 

a 25 °C resalta que el recubrimiento depende de la cadena de frío para mitigar la actividad de 

enzimas pectinolíticas como la poligalacturonasa (Petriccione et al., 2015). La matriz de 



70 

quitosano actúa como una barrera semipermeable que reduce la presión parcial de oxígeno, 

limitando la degradación oxidativa mediada por enzimas como la polifenol oxidasa (Romanazzi 

et al., 2018). 

Capacidad antioxidante y sinergia entre el quitosano con EATVs 

La actividad antioxidante evaluada por DPPH se duplicó en los frutos recubiertos (72.23%), lo 

que sugiere que el quitosano atrapa radicales libres y evita la degradación de los antioxidantes 

endógenos. Por el contrario, en el ensayo ABTS, se observó una disminución de la actividad 

inicial, lo que refleja el consumo de antioxidantes para neutralizar el estrés oxidativo generado 

por el cambio de temperatura (25 °C). La sinergia del quitosano (2.5%) con el EATVs en los 

frutos recubiertos de zarzamora cv. Tupy, resultó determinante ya que mientras que el extracto 

solo fue insuficiente para proteger los compuestos ante el almacén a 25ºC, su integración en la 

matriz de quitosano estabilizó su potencial bioactivo (Wang et al., 2024) 

La actividad antifúngica y antioxidante ejercida por el EATVs parece estar intrínsecamente 

ligada a su perfil polifenólico, donde de acuerdo a lo reportado por Rodríguez-Valdovinos et al. 

(2021) y por Rodríguez-Valdovinos et al. (2024), la rutina destaca como el metabolito 

mayoritario según el análisis por HPTLC. La eficacia inhibitoria contra B. cinerea (CI100=1.01 

mg/mL), significativamente superior a la de los hidrolatos de V. sphaerocephala (Aguilar-

Mejía, 2023), sugiere un efecto sinérgico entre la rutina y otros compuestos identificados como 

los ácidos protocatecuico, vainillínico y p-cumárico, junto con la vainillina. 

Estos fenoles no solo actúan como antioxidantes al neutralizar radicales libres, sino que su 

estructura química les permite desestabilizar la membrana celular fúngica o inhibir enzimas 

críticas para el desarrollo de hifas. El conocimiento del contenido de estos compuestos ya 

reportado en nuestro grupo de investigación, valida su potencial como un biofungicida de alta 

precisión, cuya efectividad depende de la compleja interacción de estos metabolitos secundarios 

más que de un solo componente aislado. 
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Posibles mecanismos de acción antifúngica y antioxidante 

La adición del EATVs al recubrimiento de quitosano, que permitió una alta actividad 

antifúngica con la inhibición total del crecimiento de B. cinerea se sugiere se deba a diferentes 

mecanismos que se han reportado de ciertos metabolitos secundarios de plantas como los fenoles 

como: 

Alteración de la permeabilidad de la membrana. El quitosano, al ser un polímero catiónico, 

interactúa electrostáticamente con los grupos cargados negativamente (ácidos siálicos y 

fosfolípidos) de la membrana del hongo, lo que provoca la fuga de componentes intracelulares 

(Lopez-Moya et al., 2019). 

Interferencia con el ADN/ARN. Los componentes fenólicos del EATVs (posiblemente 

flavonoides y ácidos fenólicos) pueden atravesar la membrana ya debilitada por el quitosano, 

intercalándose en el ADN del patógeno e inhibiendo la síntesis de enzimas vitales para la 

colonización necrotrófica o simplemente la división celular e inhibición de la formación de la 

membrana celular o la pared fúngica (Lopez-Moya et al., 2019). 

Captura y estabilización de radicales libres. El incremento del 55% en flavonoides y la 

duplicación de la actividad DPPH sugieren dos vías de acción. 1) Efecto elicitor biótico, en el 

que el quitosano no solo cubre el fruto sino que las células vegetales lo reconocen como una 

señal de ataque por microorganismos (semejante a una pared celular fúngica), lo que activa la 

vía de los fenilpropanoides. Esto induce la síntesis de novo de antioxidantes endógenos en la 

zarzamora (Petriccione et al., 2015). 

Barrera de transferencia de electrones. El quitosano actúa como una "red" que estabiliza los 

compuestos del EATVs, evitando su auto-oxidación prematura. Al combinarse, se crea un 

sistema que puede donar átomos de hidrógeno a los radicales libres de manera más eficiente que 

los componentes por separado (Petriccione et al., 2015; Popescu et al., 2022). 
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Preservación estructural durante la vida de anaquel de los frutos recubrimientos 

El colapso de las drupeolas con el extracto solo, comparado con el éxito de la adición del EATVs 

al recubrimiento del quitosano, indica que éste actúa como un andamio molecular. Mientras los 

fenólicos del EATVs inhiben a las enzimas pectinolíticas del hongo, la matriz de quitosano 

refuerza mecánicamente la cutícula de la zarzamora, compensando la pérdida de firmeza a 25 

°C (Romanazzi et al., 2018; Wang et al., 2024). 
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10. CONCLUSIONES GENERALES

Se determinó una inhibición total (100%) de B. cinerea en cultivos in vitro con la combinación 

de quitosano al 2.5% y la CI100 del extracto acuoso de tallo de V. sphaerocephala (1.01 mg/mL). 

El recubrimiento optimizado en frutos de zarzamora cv. Tupy inoculados con B. cinerea 

(Quitosano 2.5% +CI100) actúa como una barrera biológica eficiente en poscosecha, eliminando 

por completo la incidencia de moho gris durante 12 días de almacenamiento (7 días en frío y 5 

en anaquel). El protocolo de inmersión y secado aplicado garantiza una cobertura uniforme sin 

comprometer la integridad física del fruto. 

El extracto acuoso de tallos de V. sphaerocephala presenta un alto valor bioactivo, con un 

rendimiento del 11.07%. Se sugiere que el contenido de fenoles y flavonoides le otorga tanto 

una alta actividad antifúngica como una capacidad antioxidante propia que se estabiliza al ser 

integrada en la matriz de quitosano. 

La aplicación del recubrimiento compuesto mejora significativamente los parámetros de calidad 

comercial, ya que reduce la pérdida de peso en un 67% y mantiene una mayor firmeza frente a 

frutos sin tratar. Tiene la función de promover un incrementó en un 55% los flavonoides y 

triplicando la retención de antocianinas, además de duplicar la capacidad antioxidante (72.23% 

por DPPH). 

Finalmente, esta formulación de quitosano adicionada con el extracto acuoso de tallo de V. 

sphaerocephala no solo ofrece una protección fungicida comparable a alternativas de otros 

recubrimientos, sino que preserva el valor nutricional y extiende la vida de anaquel de la 

zarzamora cv. Tupy. 
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11. PERSPECTIVAS

Investigar los mecanismos de acción de la actividad antifúngica del extracto acuoso de tallo de 

V. sphaerocephala para determinar las dianas de la muerte de B. cinerea, principalmente el 

debilitamiento de la pared celular, la desestabilización de la membrana plasmática y su función 

en la inhibición de enzimas fúngicas. 

Así mismo, realizar ensayos dirigidos a la mejora de la cualidad de los frutos, disminuyendo 

tanto las concentraciones de quitosano y del EATVs, evitando cambios en el brillo natural o el 

sabor de los frutos de zarzamora, manteniendo una eficacia del 100%. 
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