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RESUMEN

La antracnosis es una de las enfermedades principales en frutos poscosecha de aguacate (Persea
americana Mill.), causada por el hongo fitopatogeno Colletotrichum gloeosporioides, el cual
generalmente es controlado por la aplicacion de fungicidas sintéticos, los cuales cada vez son menos
aceptados por los consumidores y por su potencial contaminacion ambiental, por lo que presentan ciertas
restricciones en muchos paises importadores de este fruto, o que ha llevado a la basqueda de alternativas
para el control de este hongo con productos mas aceptables y que ademas, mantengan la calidad y el
valor nutricional de este fruto. Los recubrimientos comestibles son una de estas alternativas, sobre todo
los que son preparados con el quitosano, un biopolimero natural con actividad antifingica que, con la
adicién en mezcla con extractos de origen vegetal, potencia esta actividad para mantener frutos con una
mayor vida de anaquel sin sintomas de la enfermedad. Los extractos vegetales contienen compuestos
fendlicos con actividad bioldgica y es importante realizar estudios con ellos para determinar sus
propiedades antifungicas. En la presente investigacion, se obtuvo la fraccion hidrosoluble (FHS) a partir
del aceite de semillas de aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) para evaluar su
efecto antifungico in vitro en un recubrimiento de quitosano sobre el control de C. gloeosporioides en
frutos de aguacate cv. Hass en poscosecha, donde también se determinaron los parametros de pérdida
de peso y firmeza en frutos recubiertos. En la primera parte de esta investigacion, el aceite de semilla de
aguacate nativo mexicano se obtuvo por extraccion en equipo soxhlet utilizando hexano, para
posteriormente evaporar el disolvente en rotavapor y realizar un fraccionamiento liquido-liquido
utilizando agua como disolvente de separacion para obtener la FHS, la que fue concentrada a 10 mg/mL.
La evaluacion antiflngica in vitro de esta fraccion se realizo con diferentes concentraciones (0, 0.01,
0.025, 0.05, 0.075y 0.10 mg/mL) y con cuatro porcentajes de quitosano (1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 %), mediante
el método de difusion en pozos, para obtener la Clioo de la FHS y el porcentaje 0ptimo antifingico de
quitosano, para su uso en recubrimientos. Se evalud el contenido total de &cidos fendlicos y flavonoides
totales de FHS, y se realiz6 un andlisis cualitativo para la identificacion de los principales compuestos
fenolicos por UHPLC. En la segunda parte de esta investigacion se determind la patogenicidad del hongo
C. gloeosporioides y se realizaron los ensayos in vivo en frutos de aguacate cv. Hass recubiertos con
quitosano solo o adicionado con la FHS en poscosecha almacenados por 7 dias a 10°C y 7 dias mas a
25°C, utilizando una escala de indices de severidad (IS, 0-4) para determinar la severidad de la
enfermedad causada por el hongo en estudio. Se confirmé la infeccién en frutos de aguacate cv. Hass,
observando los principales sintomas de la antracnosis, cuando se aplico un indculo de 1x10° esporas/ml,
obteniendo un porcentaje de méas del 76 % de infeccion severa en el mesocarpio después del
almacenamiento en las condiciones anteriormente mencionadas. Con los ensayos in vitro, se obtuvo la
Clioo de la FHS (0.107 mg/mL) y el porcentaje de quitosano con mayor actividad antifungica (2%), que
fueron utilizados en los tratamientos con el recubrimiento con quitosano solo o con la Clig de la FHS.
Con el andlisis de la FHS, se obtuvo un contenido de 104.04 mg Eq. Acido Galico/g ES (acidos
fendlicos) y de 0.006 mg Eq. Quercetina/g ES (flavonoides). Con los resultados obtenidos en frutos
recubiertos, se observo actividad antifingica tanto con los recubrimientos de quitosano solo o con la
FHS, con reduccién de pérdida de peso y mantenimiento de la firmeza, presentandose el mayor
porcentaje de inhibicion de C. gloeosporioides con un 94.5 % (IS 1), el menor porcentaje de pérdida de
peso (3.51%) y mayor retencion de firmeza (14.83 kg/cm?), en frutos del tratamiento Q2.5 + FHS. Con
estos resultados se demostro el efecto antifungico in vitro de la fraccion hidrosoluble y el efecto in vivo
de los recubrimientos de quitosano adicionados con la Cligo de la FHS en frutos de aguacate cv. Hass en
poscosecha, inoculados con C. gloeosporioides. Los frutos recubiertos con Q2.5 + FHS se preservaron
mejor en comparacion con los frutos del tratamiento control, sin recubrimiento inoculado con esporas,
en los que se presentd la menor pérdida de peso y se mantuvo la firmeza.

Palabras clave: Aguacate, Colletotrichum gloeosporioides, compuestos fenolicos, fraccion
hidrosoluble, quitosano.



ABSTRACT

Anthracnose is one of the main post-harvest diseases of avocado (Persea americana Mill.) fruit. It is
caused by the phytopathogenic fungus Colletotrichum gloeosporioides. It is generally controlled by the
application of synthetic fungicides. These fungicides are increasingly less accepted by consumers due
to their potential environmental contamination. Therefore, they present certain restrictions in many
countries that import this fruit. This has led to the search for alternatives to control this fungus with more
acceptable products that also maintain the quality and nutritional value of this fruit. Edible coatings are
one of these alternatives, especially those prepared with chitosan, a natural biopolymer with antifungal
activity that, when mixed with plant extracts, enhances this activity to maintain fruit with a longer shelf
life without symptoms of the disease. Plant extracts contain phenolic compounds with biological
activity, and it is important to conduct studies with them to determine their antifungal properties. In the
present investigation, the water-soluble fraction (FHS) was obtained from the seed oil of the Mexican
native avocado (Persea americana var. drymifolia) to evaluate its in vitro antifungal effect in a chitosan
coating on the control of C. gloeosporioides in Hass avocado fruits during postharvest, where the weight
loss and firmness properties of the coated fruits were also evaluated. In the first part of this investigation,
the seed oil of the Mexican native avocado was obtained by extraction in a Soxhlet equipment using
hexane, to subsequently evaporate the solvent in a rotary evaporator and perform a liquid-liquid
fractionation using water as a separation solvent to obtain the FHS, which was concentrated to 10
mg/mL. In vitro antifungal evaluation of this fraction was carried out at different concentrations (0, 0.01,
0.025, 0.05, 0.075 and 0.10 mg/mL) and with four percentages of chitosan (1.0, 1.5, 2.0 and 2.5%), using
the well diffusion method, to obtain the 1C100 Of the FHS and the optimal antifungal percentage of
chitosan for use in coatings. The total content of phenolic acids and total flavonoids of FHS was
evaluated, and a qualitative analysis was performed for the identification of the main phenolic
compounds by UHPLC. In the second part of this investigation, the pathogenicity of the fungus C.
gloeosporioides was determined and in vivo assays were performed on avocado cv. Hass fruits coated
with chitosan alone or with the addition of FHS, these were stored postharvest for 7 days at 10°C and
for another 7 days at 25°C. A severity index scale (SI, 0-4) was used to determine the severity of the
disease caused by the fungus under study. Infection was confirmed in Hass avocado fruit, with the main
symptoms of anthracnose observed when an inoculum of 1x10° spores/ml was applied, resulting in a
severe infection rate of over 76% in the mesocarp after storage under the aforementioned conditions.
With in vitro tests, the IC1o0 of the FHS (0.107 mg/mL) and the percentage of chitosan with the highest
antifungal activity (2%) were obtained, which were used in treatments with chitosan coating alone or
with the IC1g0 of the FHS. With the analysis of the FHS, a content of 104.04 mg Eq. Gallic Acid/g ES
(phenolic acids) and 0.006 mg Eq. Quercetin/g ES (flavonoids) was obtained. With the results obtained
in coated fruits, antifungal activity was observed both with chitosan coatings alone or with FHS, with
reduction in weight loss and maintenance of firmness, presenting the highest percentage of inhibition of
C. gloeosporioides with 94.5% (IS 1), the lowest percentage of weight loss (3.51%) and greater firmness
retention (14.83 kg/cm?), in fruits of the Q2.5 + FHS treatment. These results demonstrated the in vitro
antifungal effect of the water-soluble fraction and the in vivo effect of chitosan coatings added with the
IC100 Of the FHS on Hass avocado fruits in post-harvest, inoculated with C. gloeosporioides. Fruits
coated with Q2.5 + FHS were better preserved compared to fruits from the control treatment, without
spore-inoculated coating, in which the least weight loss was present and firmness was maintained.

Keywords: Avocado, Colletotrichum gloeosporioides, phenolic compounds, water-soluble
fraction, chitosan.



1. INTRODUCCION GENERAL

En México, el aguacate es uno de los frutos con mayor éxito de exportacion nacional y provee
el 45.95% de la exportacién en el mercado internacional (SAGARPA, 2017). Al mes de
septiembre de 2023, la superficie sembrada destinada a la produccién del aguacate es de 257,571
hectareas (ha) y es Michoacan en donde se cultiva la mayor superficie (179 mil 914 ha), la cual
representa el 69.9% del total nacional (SIAP-SAGARPA, 2023).

Aunque es un cultivo que produce altos rendimientos, hay enfermedades y plagas que afectan
su produccion hasta en un 40% y su control es un factor que incrementa los costos de
produccidn, ya que se requieren de seis a siete aplicaciones de fungicidas, acompafiado por
practicas culturales y de manejo. En paises productores de aguacate, la antracnosis es el principal
problema en pre- y poscosecha, causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides y se
manifiesta durante el desarrollo del fruto en huertos con climas célidos, con alta humedad
relativa y prolongada. Los principales sintomas en poscosecha se desarrollan como lesiones
circulares de color café claro en el pericarpio (cascara), las cuales se van alargando y hundiendo,
cambiando a colores mas oscuros conforme avanza la maduracion (Herrera-Gonzélez et al.,
2020). Actualmente esta enfermedad se controla principalmente con el uso de fungicidas
guimicos sintéticos que pueden generar efectos adversos a la salud de los consumidores, por lo
que se requieren de nuevas alternativas que controlen el crecimiento de este hongo, se mantenga

la calidad y una mayor vida de anaquel de estos frutos.

El desarrollo de peliculas o recubrimientos biodegradables derivados de fuentes renovables
obtenidos de la naturaleza es la mejor forma de reducir el plastico a base de petréleo y la cantidad
presente en el medio ambiente en forma de desecho (Matos-Gonzalez, 2020). Dentro de estos,
el quitosano, un polimero natural que se obtiene a partir del exoesqueleto de los crustdceos como
la langosta, el cangrejo, el camardn y en algunos casos de hongos y algas, ayuda a la
preservacion de la calidad de los alimentos extendiendo su vida de anaquel, debido a las
propiedades antimicrobianas  (antibacterianas y antifingicas), biodegradabilidad,
biocompatibilidad y no toxicidad. En frutas y vegetales, el recubrimiento con quitosano ayuda
a retrasar la maduracion y la pérdida de agua, reduciendo asi su descomposicion. Algunas

tendencias con los recubrimientos de quitosano son agregar aditivos para mejorar las
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propiedades antimicrobianas y antioxidantes como la complementacion con extractos derivados
de plantas, por su contenido de compuestos fendlicos o terpénicos, logrando empaques mas

ecologicos y con alto potencial antifingico (Matos-Gonzalez, 2020).

Dentro de los aditivos que se han agregado a los recubrimientos se encuentran los aceites
esenciales de semilla de albaricoque, de canela, de naranja y limon, extracto etandlico de
propdleo, extracto acuoso de hojas de chirimoya, papaya y semilla de papaya. Asimismo, se han
aplicado compuestos fenolicos de flores de jamaica (Hibiscus sabdariffa) en frutos como fresas,
mango Yy papaya, en los cuales se ha observado la mejora en las propiedades de barrera, como
la resistencia al agua y al vapor de agua, retraso de maduracion, ademas por sus propiedades
antimicrobianas, con la inhibicion del crecimiento de bacterias y hongos patégenos y alargando
la vida de anaquel, sin alterar los procesos fisioldgicos de los frutos durante el almacenamiento
(Barrera et al., 2015; Priyadarshi et al., 2018; Padr6-Nombrét et al., 2019).

El uso de recubrimientos a base de quitosano complementados con extractos vegetales es una
alternativa viable para preservar la vida de anaquel de los frutos de aguacate. En frutos de aguate
cv. Hass, se han evaluado recubrimientos de quitosano suplementados con aceite de tomillo,
obteniendo una reduccién significativa de los sintomas de la antracnosis, en comparacién con
el quitosano o el aceite esencial de tomillo solos, observando una reduccion de la pérdida de
firmeza y del color de la pulpa (mesocarpio) después del tratamiento con quitosano
suplementado con aceite de tomillo (Bill et al., 2014; Madera-Santana et al. 2023). Osondu et
al. (2022) evaluaron recubrimientos de clorhidrato de quitosano adicionado con acido vainillico
y acido cafeico, ambos al 0.07%, en frutos de aguacate cv. Fuerte. Estos tratamientos
controlaron de manera preventiva la pudricion por antracnosis en frutos inoculados e infectados

naturalmente.

En la busqueda de aditivos efectivos para los recubrimientos de quitosano y la preservacion de
frutos inocuos de aguacate cv. Hass durante poscosecha, la semilla de aguacate se presenta como
una alternativa para optimizar la vida de anaquel de estos frutos, ya que contiene compuestos
fendlicos, a los que se le atribuyen propiedades antimicrobianas, antioxidantes, anticancerosas
y antiinflamatorias (Abubakar et al., 2017; Giacometti et al., 2018; Alkhalaf et al., 2019;
Valdiviezo-Marcelo, 2021).



En la presente investigacion se obtuvo la fraccion hidrosoluble (fraccion polar) rica en
compuestos fenolicos por fraccionamiento liquido-liquido del aceite de semillas de aguacate
nativo mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia), para determinar su efecto
antifangico in vitro y en el recubrimiento elaborado con quitosano, adicionado con la fraccién
hidrosoluble, durante la preservacion de frutos poscosecha de aguacate del cultivar comercial

“Hass” (P. americana cv. Hass) para el control de C. gloeosporioides.



2. ANTECEDENTES
2.1. AGUACATE

2.1.1. Clasificacion botanica y descripcién de la planta

El aguacate Persea americana Mill., pertenece al reino Plantae, division Magnoliophyta, de la
clase Magnoliopsida, orden Laurales, familia Lauraceae y género Persea (Cuadro 1).
Actualmente, este género contiene alrededor de 85 especies, encontrandose la mayoria desde el
sur de Estados Unidos (Persea borbonia) hasta Chile (Persea lingue), con excepcion de Persea
indica en las Islas Canarias (Espafa) y probablemente otras del sur de Asia que se suponen

pertenecen al género Persea (Barrientos y Lopez, 2000).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de Persea americana Miller (1768)

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Persea
Especie: Persea americana Mill.

Cultivar: Persea americana cv. Hass
Variedad: Persea americana var.
drymifolia (Schitdl. & Cham.) S.F.
Blake

2.1.2. Descripcion general

En general, un arbol de aguacate puede llegar a alturas de hasta 20 metros, presenta un tronco
grueso, con hojas alargadas, con ramificaciones que producen follaje denso (SFA, 2011). El

4



fruto es una drupa, en forma de pera, de color verde claro a verde oscuro y de violeta a negro,
cascara rugosa con una pulpa verde amarillenta y una semilla central muy grande. Existen
aproximadamente unas 400 variedades, por lo que hay frutos de distintas formas y pesos (150 a
350 g) (Rodriguez y Sanchez, 2009). EI numero de cromosomas (cariotipo) del aguacatero,

aungue varia, en P. americana se han reportado 2n=24 (Garcia, 1975).

Las inflorescencias presentan ramificaciones que terminan en flores, las que estan agrupadas en
y son de tallo largo, crecen en las axilas formando grupos integrados que contienen hasta 450
flores, que pueden madurar en el transcurso de seis meses dependiendo de la temperatura y la
variedad del fruto (Salazar-Garcia et al., 2007). Los arboles de aguacate se caracterizan por el
gran numero de flores que producen (1 a 2 millones por arbol) y solo entre el 0.01% y el 1% se
transforma en fruto, por la abscision de numerosas flores que suelen ser anormales o estériles y
de frutos pequefios en desarrollo (Bernal y Diaz, 2020). Las flores del aguacate son de color
amarillo verdoso de 3 a 7 mm de longitud, agrupadas en paniculas. Presentan dicogamia y
protoginia, es decir que, las flores abren dos veces, actuando primero como flores femeninas y,
posteriormente, como masculinas. Las variedades se clasifican por el comportamiento de sus
inflorescencias en dos tipos: A y B. Poseen Organos sexuales masculinos (estambres) y
femeninos (pistilos). Presentan un caliz de tres sépalos y una corola tripétala, con 12 estambres,
nueve funcionales y tres estaminoides; tienen un pistilo con un solo carpelo y el ovario con un
solo 6vulo. La duracion de las flores es de dos dias, antes de ser fecundadas o caer (Avilan et
al., 1992). La ventaja de tener los dos tipos de flores cultivadas juntas, hace que esta
superposicién temporal tanto de la femenina como la masculina fomenta la polinizacién

cruzada, lo que provoca una mayor produccion de frutos.

El fruto de aguacate contiene una sola semilla rodeada de una cubierta seminal (endocarpio),
rodeada de una pulpa carnosa (mesocarpio), la cual suele ser de color verde claro a amarillo
verdoso, de consistencia mantecosa, muy nutritiva y con un ligero sabor a nuez. Al madurar la
cascara (pericarpio) de los frutos, se torna de color verde a morado oscuro, casi negro,
dependiendo de la variedad, también puede variar tanto en grosor (delgada, intermedia o gruesa)

como en textura (lisa, papilada, rugosa). Por lo general la fruta comienza su proceso de



maduracion hasta después de la cosecha, una vez que es recogida del arbol (IPGRI, 1995;
Programa Nacional de Desarrollo Agroalimentario, 2013).

La semilla del aguacate tiende a variar en su longitud, con diferentes formas, ovadas o
esferoides, generalmente con base plana y apice redondo, con dos envolturas muy pegadas. La
superficie también varia ya que puede ser lisa 0 rugosa; los cotiledones son de color marfil,
amarillo, crema y rosa (IPGRI, 1995). El endocarpio o semilla es importante en la relacion
fruto/semilla, resultando ideal una mayor porcién de pulpa y una semilla de tamafio mas

pequefio (Programa Nacional de Desarrollo Agroalimentario, 2013).

En el aguacate, la raiz es pivotante, ramificada y de distribucion radial. La mayoria de las
raicillas alimentadoras (secundarias y terciarias) no contienen suber y se distribuyen de forma
horizontal de manera superficial. Por las caracteristicas de las raices, la principal y las
secundarias, se recomienda cultivar en suelos profundos y sin problemas de drenaje (Whiley et

al., 1988; Programa Nacional de Desarrollo Agroalimentario, 2013).

El tallo es un tronco cilindrico, erecto, lefioso, ramificado, con una corteza aspera, de lisa a
agrietada. El tejido lefioso es de color café claro con vasos anchos. La copa, de ramas extendidas,
es de forma globosa y acampanada. Las ramas son abundantes, delgadas, sensibles a las
quemaduras de sol y a las heladas, fragiles al viento o exceso de produccidon. Por esta razon, se
recomienda cultivar variedades enanas, compactas y establecer el cultivo en lugares protegidos
del viento (Programa Nacional de Desarrollo Agroalimentario, 2013; Bernal y Diaz, 2020).

Las hojas del aguacate son simples, alternas y coriaceas variando su longitud de 8 a 40 cm y de
3 a 10 cm de ancho y poseen peciolos delgados que llegan a medir hasta 6 cm de largo. Su
coloracion varia desde un verde rojizo en estado joven hasta un verde oscuro poco brillante en
estado maduro mientras que el envés presenta un color verde mas claro y opaco. Ademas, las
hojas son pinnatinervias con cuatro a diez pares de nervaduras laterales, prominentes por el
enves; algunas variedades tienen ciertas caracteristicas que las diferencian de otras como el olor
a anis, que estan despiden al estrujarlas en el caso de la variedad mexicana (Avilan et al., 1992;
Programa Nacional de Desarrollo Agroalimentario, 2013).



2.1.3. Variedades de aguacate

En México se encuentra la mayor diversidad de tipos de aguacate, con hasta 20 diferentes
especies relacionadas (Bergh, 1992). En el aguacate (Persea americana Mill.) hay tres
variedades comlnmente conocidas como raza mexicana (P. americana var. drymifolia),
guatemalteca (P. americana var. guatemalensis) y antillana (P. americana var. americana).
Cada una de estas, mantiene caracteristicas especificas de su variedad respecto a
comportamiento morfoldgico, fenologico, ecoldgico y de adaptacion, por lo cual son

clasificadas por separado (Barrientos- Priego, 2010).

Variedad Mexicana, también denominada raza mexicana, originaria de las tierras altas de la
zona central de México, se caracteriza por presentar una alta resistencia al frio, asi como su alto
contenido de aceite, en comparacién con las otras variedades. Ademas, su cascara es lisa y
delgada y sus hojas despiden un olor a anis al ser estrujadas. Botanicamente es clasificada como
P. americana var. drymifolia (Schltdl. & Cham.) S.F. Blake. En nuestro pais es conocido

popularmente como aguacate “criollo” o también como aguacate nativo mexicano (Figura 1).

Variedad Guatemalteca, es originaria de las tierras altas de Guatemala (P. americana var.
guatemalensis) y se adapta a condiciones subtropicales, presenta una cascara rugosa y bastante
gruesa en comparacion con las otras variedades. Esta caracteristica le confiere cierta resistencia
del fruto al ser transportado, sin embargo, los tejidos esclerificados de esta variedad son bastante
duros, por lo que se dificulta saber al tacto si los frutos ya estan en madurez de consumo (Figura
1).

Variedad Antillana, es originaria de las tierras bajas de Centroamérica (P. americana var.
americana). Esta variedad presenta frutos de tamafio mediano a grande, es susceptible al frio y
como portainjerto presenta una alta resistencia a la salinidad, ademas, tiene un lapso de flor a

fruto bastante corto (Figura 1).


https://www.redalyc.org/journal/339/33950011006/html/#redalyc_33950011006_ref3

P. americana var. drymifolia P. americana var. guatemalensis P. americana var. americana

Figura 1. Principales variedades de aguacate (Persea americana Mill.). Fuente:
Modificado de gob.mx/snics (https://www.gob.mx/snics/articulos/cartel-
tematico-diversidad-de-aguacate-en-mexico-persea-spp?idiom=es).

Cultivar Hass

Dentro de los cultivares subtropicales destacan el cultivar Hass, Fuerte, Bacon, Colin V-33,
Reed, Pinkerton, y los tropicales son Booth 8, Choquette y Lula, entre miles que actualmente se
cultivan en zonas restringidas con baja comercializacion. En particular, el cultivar Hass, es
originario en La Habra, Heights, California por Rudolph Hass. Es el cultivar mas comercializado
en el mundo, su fruto es de pulpa cremosa, sin fibra, contenido de aceite de 23.7%, de forma
ovoide a piriforme, cascara algo coriacea, rugosa, color purpura oscura al madurar, semilla
pequefa y adherida a la cavidad. Es un fuerte productor y el fruto puede mantenerse adherido
al arbol por algunos meses después de la madurez fisioldgica. Cuenta con un 10-15% de genes
de la raza mexicanay el resto de la guatemalteca. Los genes de la raza mexicana les otorgan una
mejor adaptacion a los climas templados, por lo que los cultivos pueden ubicarse en una gran
amplitud de altitudes. En Michoacan el cultivas Hass se ubica desde 1,500 hasta 2,500 metros
de altitud esta gran variacion permite que pueda ser cosechado durante todo el afio (Gallegos-
Espinoza, 1983; Téliz y Mora, 2006).

Produccion del cultivar Hass. Es el cultivar de aguacate mas comercializado a nivel mundial
referente a cantidades exportadas (FAO, 2022) y es México el pais que ocupa el primer lugar en
produccidn y exportacién de este fruto, con un volumen de exportacién en 2021 del 41.6% del

total mundial (SIAP-Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2021) con un area sembrada
8



destinada a su produccién de 257 mil 571 hectareas (ha). En 2022 México obtuvo un
rendimiento promedio de la produccién de aguacate de 10.76 ton/ha (CODESIN, 2021). y para
septiembre de 2023 la produccion de aguacate mexicano alcanzé un monto total de un millén
904 mil 604 toneladas (ton), con un aumento de 55 mil 170 ton (3.0%) mas que en el mismo
mes del afio 2022, esto debido al incremento de la superficie cosechada y rendimientos. Los
principales estados productores en México son Michoacan, Jalisco, Estado de México, Morelos
y Nayarit, y es Michoacan el lider productor de este fruto con un millon 368 mil 96 ton,
aportando el 71.8% del total nacional, seguido de Jalisco con 236 mil 186 (12.4%) (SIAP-
SAGARPA, 2023). Entre los principales destinos de exportacion se encuentra Estados Unidos
con un 85.5 % del volumen de exportacion, seguido por Canada, Japon y Espafia con 7.7 %, 2.4
%y 2.0 %, respectivamente (FIRA, 2024).

México destaca en la exportacion de aguacate debido a su capacidad para producir este fruto
todo el afo, principalmente el Hass, el cual es el de mayor demanda en los mercados mundiales.
La proximidad de México con su pais vecino Estados Unidos, es otro de los factores
determinantes que otorga a México una ventaja competitiva Unica en los mercados
norteamericanos, donde se encuentran los principales compradores de aguacate, situando a
México en un punto estratégico para el comercio del aguacate siendo el principal proveedor de
Estados Unidos (FAO, 2022).

2.1.4. Enfermedades del aguacate

Los arboles, como todos los seres vivos, son susceptibles a ser afectados por enfermedades
durante todas las etapas de su desarrollo y en los arboles de aguacate no es la excepcion,
limitando la productividad y longevidad de estos, afectando a los tejidos de la planta, asi como
a los frutos, los cuales son de interés comercial. Estos agentes pueden ser de origen bidtico
(insectos, vertebrados, microorganismos como hongos, bacterias, virus, etc.) y abiotico, debidas
a causas ambientales como heladas, lluvias, sequias, deficiencias nutrimentales, salinidad y
acidez en el suelo, etc., alterando el desarrollo de estas plantaciones (Téliz y Mora, 2006;
Arguedas-Gamboa, 2008).



e Las enfermedades infecciosas son causadas por animales, insectos, hongos, bacterias,
virus, viroides, nematodos, protozoarios y plantas superiores parasiticas y tienen la
caracteristica de ser transmisibles; los microorganismos que las originan pueden
dispersarse entre arboles y huertos vecinos por medio de herramientas de trabajo,
injertos, viento, lluvias, suelos contaminados, agua de riego e insectos (Verdeguer-
Monge, 1985; Téliz y Mora, 2006; FHIA, 2008).

e Las enfermedades no infecciosas no son transmitibles y aqui se incluyen enfermedades
causadas por variaciones de temperatura, luz, pH, humedad del suelo y del ambiente,
granizo, lluvias, nieve, insuficiencia de oxigeno, deficiencia y toxicidad de minerales,
por pesticidas y por mal manejo del cultivo, entre otras (Verdeguer-Monge, 1985; Téliz
y Mora, 2006; FHIA, 2008).

En México, es necesario que la produccion de aguacate cumpla con los estandares de calidad
interpuestos por las naciones a donde serd exportado, debido a ello, por lo que el manejo y
control fitosanitario, son un especial foco de atencion para el sector productivo aguacatero.
Diversas enfermedades se presentan en los huertos limitando considerablemente la calidad de
los frutos y por ende su comercializacion. Es por esta razon que es de suma importancia conocer
los principales fitopatdgenos que afectan a este cultivo en México (Nataren-Velazquez, et al.,
2020; Sanchez y Sanchez, 2021).

De las enfermedades que atacan a este cultivo, la antracnosis causada por Colletotrichum
gloeosporioides, representa uno de los problemas fitosanitarios mas relevantes y alarmantes,
debido a que esta enfermedad es de amplia distribucion en las zonas de cultivo y ocasiona dafio
principalmente a frutos desde etapas tempranas de desarrollo del fruto en precosecha y es de
dificil deteccion ya que, los sintomas de la enfermedad se observan hasta poscosecha, cuando
el fruto ha madurado, siendo este hongo una de las principales causas de pérdidas en poscosecha

(Herrera-Gonzalez et al., 2020; Tapia-Rodriguez et al., 2020).
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2.1.5. Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides comprende el estado asexual o anamorfo de Glomerella
cingulata, que, de acuerdo con el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI, por

sus siglas en inglés), su clasificacion es la siguiente (Cuadro 2).

Cuadro 2.  Clasificacion taxondmica de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y
Sacc. (Centro Nacional de Informacion Biotecnologica de los Estados Unidos de
América.

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Glomerellales
Familia: Glomerellaceae
Género: Colletotrichum

Especie: Colletotrichum gloeosporioides (fase anamorfica o asexual)

Colletotrichum gloeosporioides es uno de las especies mas importantes por causar antracnosis
en un gran namero de cultivos en todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo, entre
los cultivos més susceptibles a esta enfermedad se encuentra el aguacate, mermando su calidad,
no solo por el dafio que causan las pudriciones en el fruto, sino también porque representa una

limitante para su comercializacion, disminuyendo el valor del producto y su posible exportacion.
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Esta enfermedad esta presente en todas las zonas productoras de aguacate, y la incidencia puede
llegar al 100 %, mientras que la severidad generalmente es menor al 4 % (Avila-Quezada et al.,
2002). La antracnosis se caracteriza por presentar lesiones oscuras y hundidas, circulares
elipsoidales, con grandes cantidades de esporas formando masas compactas de color salmon,

naranja o rosadas (Trinidad-Angel et al., 2017).

Patogénesis, ciclo de infeccion de C. gloeosporioides. Las principales fuentes de inéculo de C.
gloeosporioides son los conidios y esporas Yy, es por este medio que el hongo llega al fruto
debido a la dispersion del hongo por viento o gotas de lluvia, que, cuando llega al fruto,
desarrolla estrategias de infeccion para asi crecer, germinar y finalmente esporular. Este, puede
penetrar los tejidos por aberturas naturales (estomas, lenticelas y pedicelo), heridas o
penetracion directa, siendo esta Ultima la mas comun (Herrera-Gonzalez et al., 2020). Cuando
la espora o conidio llega a la superficie del hospedante, se adhiere a este posiblemente por
secrecion mucilaginosa (O’Connell y Ride, 1990). Posteriormente, inicia la germinacion, donde
la espora/conidio produce un tubo germinativo, que da lugar a la formacion del apresorio, que
sintetiza enzimas que degradan las ceras epicuticulares y, ademas, ejerce presion hidrostatica en
el sitio de penetracion, anclandose a la superficie vegetal, comenzando a sintetizar enzimas
(celulasa y quitinasa) que degradan la pared celular para después penetrar/ingresar. En este
punto, el apresorio mantiene contacto directo con el hospedero y produce la hifa de infeccién,
la cual permanece en estado latente debido a la presencia del compuesto cis, cis 1-acetoxy-2-
hidroxy-4oxo-heneicosa-12, 15 dieno (Avila-Quezada, 2006; Ramos-Garcia et al., 2010;
Cannon et al., 2012; Herrera-Gonzalez et al., 2020) que se encuentra en la epidermis de frutos
inmaduros y presenta actividad fungistatica inhibiendo el crecimiento micelial y la germinacion
de conidios, es por ello, que muchas de las infecciones causadas por hongos permanecen en
estado latente hasta que el fruto madura en poscosecha donde ya se observan los sintomas de la
enfermedad causada por C. gloeosporioides, debido a que los mecanismos de defensa del fruto

decrecen con el proceso de maduracion (Prusky et al., 2013).

Las colonias in vitro de Colletotrichum presentan coloraciones desde gris claro a gris oscuro y
micelio aéreo (Figura 2A). EIl hongo posee hifas septadas (Roca et al., 2000) (Figura 2B) y

produce apresorios clavados, ovalados, algunas veces lobulados, color café, cuyas dimensiones
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fluctan de 6 a 20 x 4 a 12 um. Los conidios son variables en tamafio, de 12 a 17 um de largo y
3.5 a 6 um de ancho, son hialinos, de forma cilindrica y obtusos en el apice y se encuentran
embebidos en una matriz de color salmén, dentro del acérvulo. El acérvulo puede presentar setas
y es de color salmon. El hongo puede esporular adecuadamente en cdmara humeda y se cultiva
con facilidad en medio nutritivo Papa Dextrosa Agar. In vitro, la esporulacion ocurre a 25°C
alternando 12 h de oscuridad y 12 h de luz. El hongo puede infectar entre los 20 y 28°C, pero
su temperatura optima de crecimiento es de 27 £ 1°C en condiciones de alta humedad relativa
(>80%) (Cano et al., 2004; Avila-Quezada, 2006; Rodriguez- Lopez et al., 2009) (Figura 2C).

Figura 2. Morfologia de Colletotrichum gloeosporioides. Crecimiento micelial de (2A),
conidioforos (2B) y esporas (2C) de un aislado de fruto de aguacate cv. Hass

Control de la antracnosis. Es de importancia garantizar la calidad de los frutos de aguacate en
el mercado, para ello los productores deben controlar la enfermedad de antracnosis causada por
C. gloeosporioides, ya que la descomposicion de los frutos infectados durante la cadena de
produccién contribuye de manera directa a las enormes pérdidas en poscosecha que generan
pérdidas economicas, encarecimiento del producto y dificultad para su comercializacion y
exportacion (Prusky y Keen, 1993; Ramirez-Gil et al., 2017; Kimaru et al., 2020). El control de

la antracnosis puede ser quimico, bioldgico y cultural.

Control quimico. El control quimico consiste en prevenir, debilitar o interrumpir el crecimiento
del hongo causante de la enfermedad y asi reducir su incidencia con el uso de sustancias

quimicas como es el uso de fungicidas (Calle-Henao et al., 2021). De acuerdo a la Asociacion
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de Productores y Empacadores Exportadores de Aguacate de México A.C. (APEAM), los
fungicidas permitidos para su uso en México y su exportacion empleados para el control de
antracnosis, son entre algunos quimicos a base de cobre (oxicloruro de cobre, sulfato de cobre,
hidroxido cuprico), azufre, tiabendazol, azoxytrosbina, entre otros y, deben ser aplicados al
inicio de la floracion, dos o tres semanas después del cuajamiento del fruto y de manera
inmediata después de que ocurran dafios al fruto por granizo, debido a que la alta humedad en
el ambiente y las heridas favorecen la infeccion y dispersion del hongo y también, posterior a
lluvias, debido al lavado de los compuestos quimicos. Estos fungicidas deber ser aplicados con
un programa de rotacion para evitar la resistencia a estos fungicidas (Avila-Quezada, 2006;
Bernal y Diaz, 2020). Sin embargo, la aplicacion de fungicidas no es una medida sostenible
puesto que los hongos han desarrollado resistencia a fungicidas y, ademas, es una medida cada
vez menos aceptada por los consumidores, por o que lo que se esta en busqueda de alternativas

mas ecoldgicas con el ambiente (Ippolito y Nigro, 2000; Kimaru et al., 2020).

Control biologico. El control biolégico se ha estudiado como una alternativa al control quimico
y puede ser llevado a cabo con la inoculacion de microorganismos antagonistas a C.
gloeosporioides como Bacillus sp., el cual ha demostrado inhibir el crecimiento del hongo in
vitro (Kimaru et al., 2020). Asi mismo, las aspersiones en &rboles de aguacate Fuerte en
precosecha con B. subtilis solo 0 en combinacion con oxicloruro de cobre, redujeron la gravedad
de la mancha negra del aguacate, causada por Pseudocercospora purpurea, sin embargo, el
mejor control se logrd Unicamente con fungicidas (oxicloruro de cobre y benomilo) (Korsten et
al., 1992). Los aceites esenciales se presentan como otra alternativa con actividad fungicida con
alto potencial de utilizarse como sustitutos o complementos a los fungicidas, por lo que se han
estudiado desde hace varios afios. Adicionalmente, el uso de extractos vegetales como
biofungicidas, como el extracto derivado de Ocimum basilicum y Allium sativum para el control
de enfermedades fungicas como la antracnosis, puede ser una forma mas segura para el
aplicador, los consumidores y el ecosistema, ademas, podria servir como una alternativa a la

aplicacion de fungicidas sintéticos (Ogbebor et al., 2007).

En este sentido, se ha estudiado tanto el uso de aceites esenciales como de extractos vegetales

para ser incorporados a recubrimientos comestibles para su utilizacion como empaques activos,
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extendiendo la vida de anaquel de diversas frutas y vegetales, como el aguacate, disminuyendo
la gravedad de fitopatdgenos poscosecha presentes en la superficie de la fruta. Estos
recubrimientos ayudan a prevenir la pérdida de peso, crecimiento microbiano, rancidez
oxidativa, oscurecimiento de la superficie, perdida de color, entre otras propiedades
(Munhuweyi et al., 2020).

Control cultural. El principal método cultural utilizado por los agricultores ha sido la poda de
los arboles de aguacate para que haya una mejor circulacion del aire y una menor humedad en
la cubierta foliar, lo que favorece el crecimiento de hongos que causan la antracnosis y también,
sellando con pintura a base de agua las heridas causadas por la poda (Bernal y Diaz, 2020;
Kimaru et al., 2020). Ademas, las fuentes de inoculo como hojas, ramas y frutos enfermos o
momificados u otras plantas hospedantes deben retirarse del huerto para su eliminacion (Pérez-
Jiménez, 2008).

Aplicacién de fungicidas para el control de C. gloeosporioides. La Asociacion de Productores
y Empacadores Exportadores de Aguacate de México A.C. (APEAM) ha elaborado un listado
de agroquimicos recomendados para el cultivo de aguacate, en el caso del control quimico de
antracnosis algunos de los recomendados incluyen azoxystrobin, azufre elemental, oxicloruro
de cobre, hidréxido cuprico, piraclostrobina, sulfato de cobre y tiabendazol, entre otros

(Herrera-Gonzalez et al., 2020).

2.2. RECUBRIMIENTOS EN FRUTOS POSCOSECHA

2.2.1. Recubrimientos y biopeliculas comestibles

Un recubrimiento comestible (RC) puede definirse como una matriz continua transparente,
delgada y comestible, estructurada alrededor de la superficie de un alimento, generalmente
mediante la inmersion del mismo sobre una solucion formadora de recubrimiento o por
aspersion (Arredondo-Ochoa, 2012), con el fin de preservar su calidad y servir como material
de empaque (Fernandez-Valdés et al., 2015). Por otro lado, una pelicula comestible (PC), es una

matriz preformada de material comestible, obtenida por moldeo, que una vez formada es
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colocada sobre los alimentos como una envoltura (Arredondo-Ochoa, 2012). La principal
diferencia entre una pelicula comestible (PC) y un recubrimiento comestible (RC) se basa en la
forma de aplicacion, los RC son aplicados en forma liquida sobre la superficie de los alimentos
(inmersion o aspersion), mientras que las PC son formadas por separado del alimento, siendo
primeramente moldeadas en ldminas sélidas y posteriormente aplicadas como envoltura sobre

el alimento (Falguera et al., 2011).

Estas peliculas y recubrimientos comestibles (PRC) se elaboran a partir de diversos
biopolimeros de origen natural como polisacaridos, proteinas, lipidos 0 una combinacion de
estos para aprovechar las propiedades de cada uno. Algunas de sus funciones son proteger a los
alimentos de dafios mecéanicos, fisicos, quimicos y actividad microbioldgica, asi como mantener
su calidad sensorial y comercial por mas tiempo (Falgueraetal., 2011; Ortega y Aparicio, 2020).
El uso de recubrimientos comestibles es una tecnologia que estd ganando importancia para
prolongar la vida atil de alimentos altamente perecederos como frutas y vegetales frescos y
minimamente procesados debido a que actian como una barrera contra la humedad. Esta pérdida
de humedad en frutas provoca una modificacion en su textura y turgencia, disminuyendo su
firmeza y peso por deshidratacién provocando cambios en el sabor y apariencia (Vazquez y
Guerrero, 2013; Solano-Doblado et al., 2018).

Aplicar recubrimientos comestibles en frutas y vegetales retarda su pérdida de pigmentacion,
compuestos volatiles y valor nutricional. Ademaés, se inhibe el pardeamiento enzimatico y las
reacciones metabolicas asociadas con la maduracion, promoviendo la conservaciéon de las
propiedades mecanicas y la conservacion de las caracteristicas sensoriales, ya que se retrasa la
maduracion conduciendo a un incremento de la vida util de las frutas y vegetales (Del-Valle et
al., 2005). Lo anterior debido a que los RC crean una atmosfera modificada al interior del
alimento, reduciendo la velocidad de respiracion y retrasando el proceso de senescencia, ya que
crean una barrera semipermeable a los gases (O2, CO2 y vapor de agua), disminuyendo la
disponibilidad de O. e incrementando la concentracién de CO, (Ramos-Garcia et al., 2010;
Vazquez y Guerrero, 2013), ademas pueden actuar como portadores de ingredientes funcionales
como agentes antimicrobianos y antioxidantes y mejorar la integridad mecanica y ayudar a

mantener la integridad estructural del alimento, asi como evitar el dafio causado por
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manipulacion, proporciondndole a la fruta mayor estabilidad durante el transporte y
almacenamiento (Vazquez y Guerrero, 2013; Ortega y Aparicio, 2020).

2.2.2. Recubrimientos de quitosano

Actualmente existe una mayor conciencia por parte de los consumidores sobre los residuos de
pesticidas en alimentos y una creciente preocupacion por la produccion de materiales plasticos
poco biodegradables. Los fungicidas, ademéas de encarecer la produccion y provocar la
resistencia de hongos a los ingredientes activos, se encuentran restringidos en muchos paises
debido a la toxicidad que provoca en humanos, los dafios al ambiente y la calidad de los
alimentos (Bautista-Barios et al., 2006; Darolt et al., 2016; Martinez-Batista et al., 2024), lo que
ha motivado la busqueda de alternativas naturales y respetuosas con el medio ambiente para el
control de enfermedades pre- y poscosecha y la reduccion de este tipo de materiales en el
empaque de alimentos.

El uso de RC es una alternativa, dentro de las cuales, el quitosano ha resultado ser el preferido
para la formulacién de estos recubrimientos, debido a su abundancia en la naturaleza y sus
caracteristicas como biodegradabilidad, biocompatibilidad, no toxicidad, buenas propiedades en
la elaboracion de RC, especialmente por sus propiedades antifingicas y por la activacion de
mecanismos de defensa en los tejidos vegetales, asi mismo ha demostrado tener un potencial
significativo para el envasado activo de alimentos con la finalidad de mejorar la conservacion
de alimentos, reduciendo el uso de conservantes quimicos (Romero y Pereira, 2020; Romanazzi
y Moumni, 2022; Madera-Santana et al., 2023; Martinez-Batista et al., 2024).

El quitosano (B- (1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa) es un biopolimero catidnico lineal de
origen natural obtenido por medio de la desacetilacion quimica de la quitina. La quitina es el
segundo biopolimero méas abundante en la naturaleza después de la celulosa y esta presente en
el exoesqueleto de crustaceos, insectos, asi como hongos, algas y levaduras. El quitosano esta
compuesto por D-glucosamina (unidad desacetilada) y N-acetil-D-glucosamina (unidad
acetilada) unidas por enlaces -(1-4), destacando la presencia de grupos funcionales como el
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hidroxilo y el amino (Shiekh et al., 2013; Jiménez-Mejia et al., 2018; Adiletta et al., 2021;
Romanazzi y Moumni, 2022).

El quitosano ha sido aprobado como biopesticida por la EPA (U.S. Environmental Protection
Agency, por sus siglas en inglés) y como aditivo alimentario por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) (Zhan et al., 2011;
Kumarihami et al., 2022), por lo que tiene una amplia gama de aplicaciones en diversos campos
como agente floculante en el tratamiento de aguas residuales, en la gestion de residuos, industria
alimentaria, cosmética y farmacéutica, nanotecnologia, medicina y agricultura, debido a su baja
toxicidad, biodegradabilidad, biocompatibilidad, funcionalidad, propiedades antimicrobianas y
capacidad de formacion de recubrimientos (Madera-Santana et al., 2019; Anaya-Esparza et al.,
2020; Ortega y Aparicio, 2020; Kumarihami et al., 2022). La actividad fungicida del quitosano
ya ha sido reportada en varios estudios in vitro demostrando su eficacia para reducir la presencia
de hongos fitopatdgenos causantes de enfermedades poscosecha en frutas y vegetales al inhibir
la germinacion de esporas, el alargamiento del tubo germinativo y el crecimiento micelial de

diferentes hongos (Cuadro 3).

Su efecto fungicida se ha asociado a su caracter policationico que le es proporcionado por los
grupos amino que posee, esta caracteristica cationica explica su afinidad para unirse a moléculas
con carga negativa, mediante atracciones electrostaticas entre las cargas positivas del quitosano
y las cargas negativas de los grupos fosforilo presentes en los lipidos de membrana de los
hongos. Una vez adherido a la membrana, cambia su permeabilidad, formando poros y
filtrandose hasta llegar al citosol, lo anterior permite la fuga de electrolitos intracelulares y
componentes proteinicos, ocasionando inestabilidad en la célula conduciendo a su muerte.
(Saharan et al., 2015; Bautista-Barios et al., 2017).
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Cuadro 3. Efecto de diferentes concentraciones de quitosano sobre

fitopatdgenos poscosecha.

diferentes hongos

Concentracién

Referencias

. Hongo Resultados
guitosano
Inhibicion del crecimiento micelial,
germinacion y elongacion del tubo
germinativo.
A concentraciones superiores a 1.5
0.75,1.5,3.0y 6 Botrytis cinerea y mg/mL el quitosano indujo un El Ghaouth et al.,
mg/mL Rhizopus stolonifer  crecimiento anormal de las hifas 1992
aéreas de ambos hongos y, Unicamente
en R. stolonifer se redujo la
produccion de esporangios.
El quitosano de bajo peso molecular
Bajo, medio y mostro mayor eficacia para inhibir el .
o S - Hernandez-
alto peso . . crecimiento micelial, mientras que, el
Rhizopus stolonifer Lauzardo et al.,
molecular (1.0, de alto peso molecular afecto la forma,
. S 2008
1.5y 2.0 mg/mL) la esporulacion y la germinacion de
esporas.
Inhibicion del crecimiento micelial,
Fusarium esporulacion y  germinacién de
05,1, 2,4y 8 oxysporum f. sp. esporas. Al-Hetar et al.,
mg/mL cubense raza 4 A concentraciones mayores a 1.6 2011
(FocR4) mg/mL indujo cambios morfoldgicos.
C. gloeosporioides,
C. acutatum, F.
5, 75, 10 y 15 oxysporum y el |Inhibicion del crecimiento micelial y Arceo-Martinez et
mg/mL oomiceto germinacion de esporas. al., 2019
Phytophthora sp.
Inhibicion del crecimiento micelial y
Asperaillus germinacion de esporas.
0.05y0.1% perg Disminucién  del contenido de Mengetal., 2020
ochraceus .
Ocratoxina A.
Aspergillus niger,
Penicillium Inhibicion del crecimiento micelial
0.5,1.0,15y2.0 funiculosum Y esporulacion erminacion dé Martinez-Batista
% Fusarium P y 9 et al., 2024
o esporas.
verticillioides

19



Respecto al efecto fungicida del quitosano, se ha reportado que este se encuentra en funcion de
factores como la concentracion utilizada, tipo de quitosano, peso molecular, grado de
desacetilacion y polimerizacion y, el hongo de estudio (Ramos-Garcia et al., 2010; Hernandez-
Lauzardo et al., 2011; Suseno et al., 2014). Sin embargo, el grado de desacetilacion es el factor
que maés influye en la actividad antimicrobiana del quitosano, ya que el nimero de grupos amino
protonados (NH:) presentes en el quitosano aumenta con el aumento de los grados de
desacetilacion, lo que influye en la actividad antimicrobiana (Moreira et al., 2011; Elsabee y
Abdou, 2013; Bautista-Barios et al., 2017).

Se ha reportado que los recubrimientos de quitosano son efectivos en el control de la calidad en
poscosecha de diversas frutas y vegetales como platano, kiwi, fresa, mango, lichi, papaya,
jitomate, pepino y zanahoria, entre otros, retardando el proceso de maduracidn, propiciando la
retencion de vitamina C, reduciendo la velocidad de respiracidon, la produccién de etileno, el
ablandamiento, pérdida de peso y humedad, inhibiendo el crecimiento de microorganismos y
prolongando la vida poscosecha de los frutos, manteniendo la calidad y controlando la
descomposicion de los frutos tratados (Mukdisari et al., 2016; Sardo et al., 2017; Azmai et al.,
2019; Kumarihami et al., 2022).

El quitosano ha sido comparado con otras biomoléculas utilizadas en la elaboracion de
recubrimientos comestibles y ha demostrado tener mejores ventajas debido a que es un
biopolimero con propiedades antimicrobianas, biodegradable y no téxico, lo que le otorga
potencial aplicacion en el &rea de empaques y alimentos, siendo una alternativa prometedora
para la mejora en el control de varios hongos en poscosecha de productos hortofruticolas (Gol
et al.,, 2013; Berumen et al., 2015; Matos-Gonzélez, 2020). Ademas de las propiedades
antifangicas del quitosano, como recubrimiento presenta buenas propiedades mecanicas y de
transparencia, y tiene la propiedad de cambiar la composicion de la atmosfera alrededor del
fruto y crear una barrera semipermeable en la superficie de frutas y vegetales que controla el
intercambio de gases (CO: y 0O:), lo que reduce la velocidad de respiracion al ajustar la
permeabilidad del consumo de O, y la produccion de CO., reduciendo la pérdida de agua,
manteniendo asi la firmeza del tejido y disminuyendo la descomposicion microbiana de los

productos cosechados (Espinosa-Cavazos et al., 2020; Romanazzi y Moumni, 2022).
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2.2.3. Extractos vegetales en recubrimientos

La biocompatibilidad del quitosano permite que los recubrimientos a base de quitosano pueden
ser utilizados como portadores de ingredientes activos, como agentes antimicrobianos y
antioxidantes, agentes antipardeamiento, saborizantes, colorantes, potenciadores de textura y
nutraceuticos, para mejorar la seguridad, calidad nutricional, funcionalidad y prolongar la vida
poscosecha de las frutas y vegetales y que pueden ser consumidos con los alimentos (Duan et
al., 2019; Madera-Santana et al., 2019; Kumarihami et al., 2022). Por ello, se han adicionado
distintos tipos de aditivos como extractos vegetales, aceites esenciales y compuestos fendlicos
gue le otorgan mejores caracteristicas y una mayor funcionalidad a los recubrimientos y en
algunos casos una mayor proteccion contra fitopatdgenos causantes de enfermedades y

pudriciones en los frutos, como se muestra en los Cuadros 4 y 5.

2.3. COMPUESTOS FENOLICOS CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Las plantas sintetizan una gran cantidad de metabolitos primarios y secundarios, los primeros
son moléeculas que estan directamente involucradas con funciones vitales de las plantas como
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos, sintesis
de proteinas, carbohidratos o lipidos, mientras que los metabolitos secundarios estan
relacionados con la defensa contra patdgenos. Los metabolitos secundarios son sintetizados por
las plantas en pequefias cantidades y generalmente se encuentran restringidos a determinados
géneros de plantas, familia o especies o bien, pueden estar presentes parcialmente dentro de las
mismas. Se agrupan principalmente en cuatro clases: terpenos, compuestos fenolicos, alcaloides

y glucosidos (Badaracco et al., 2020; Villota-Burbano y Vazquez-Ochoa, 2021).
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Cuadro 4. Recubrimientos de quitosano funcionalizados para la mejora poscosecha de frutas y

vegetales.

Fruto

Composicion del
RC

Resultados

Referencias

Fresa

Q 2 % + Extracto
acuoso de hoja de
Moringa oleifera 1
%

El recubrimiento mejoré el indice de sabor y
disminuyo el valor de acidez titulable, mejorando
asi, la dulzura de la fresa.

Madera-
Santana et al.,
2019

Papaya

Q (5 g/L) + Aceite
esencial de Mentha
x villosa Huds (0.6
y 1.2 mL/L)

Q (5 g/L) + Aceite
esencial de M.
piperita L. (0.6 y
1.2 mL/L)

Los recubrimientos presentaron superficies
homogéneas y mejor estabilidad térmica y
propiedades de barrera, ademas, retrasaron el
proceso de maduracion sin afectar las
caracteristicas  sensoriales en  poscosecha,
redujeron la pérdida de peso, firmeza y la
actividad enzimatica y, retrasaron el cambio de
color en la papaya.

Dos Passos
Braga et al.,
2020

Arandanos

Q 15 % + Acido
salicilico 0.07 %

El quitosano con acido salicilico produjo una
disminucién del indice de acidez titulable con
respecto al control. Los ardndanos tratados se
mantuvieron firmes por mas tiempo y su pérdida
de peso fue menor con respecto al control,
ademas, disminuyd la velocidad de respiracion de
los frutos, provocando la activacion de la enzima
fenilalanina amonio liasa.

Ramos-Bell et
al., 2024

Los compuestos fenolicos son un grupo de sustancias de naturaleza quimica variada que estan

ampliamente distribuidos en el reino vegetal, encontrandose en plantas, hierbas, frutas, verduras,

cereales y bebidas como zumos de frutas, té, café, chocolate y vino, y su estructura quimica

consta de un anillo aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilos. Estos compuestos pueden

clasificarse en cinco categorias principales: acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos, taninos y

lignanos, siendo los flavonoides los mas abundantes (Singh et al., 2022; Bonilla-Rodriguez et
al., 2023; Davidova et al., 2024; Mandal y Domb, 2024).
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Cuadro 5. Recubrimientos de quitosano adicionados con extractos vegetales con efecto

antifangico en frutos.

Fruto Cor(;le;:o;glon Fitopatdgeno Resultados Referencias
Q (5 mg/mL)
+ Mentha x Colletotrichum
villosa Huds  gloeosporioides  |nhibicion total del desarrollo
(1.25 pL/mL) de las lesiones causadas por 12 5 < passos
Papaya Q (5 mg/mL) inoculacion artificial de los Braga et al
- M. ) hongos en estudio en papaya "
piperita L. Colletotrichum oo hierta durante 10 dias de 2019
06 y 1.25 glogspo_rlmdesy almacenamiento a 25°C.
uL/mL) C. brevisporum
Otros  parametros y el
contenido  fendlico  total,
flavonoides totales y contenido
Q 2 % + de acido ascarbico en las fresas
Aceite recubiertas con quitosano y el
esencial  de ac_eite esencial dism_inuy(),
Fresa hojas de B.cinerea mientras que el contenido d,e Wang et al.,
. ' antocianinas aumento, 2022
Perilla mostrando mejores atributos
Frutescens 1 sensoriales en fresas
% recubiertas con quitosano y
aceite esencial de hojas de
Perilla frutescens.
Los recubrimientos aplicados
retrasaron el cambio de
coloracion en la epidermis de
frutos de papaya, disminuyeron
la velocidad de respiracion,
Q _1 % + contenido de solidos solubles,
Aceite pérdida de peso y firmeza con  5-6ia.
esencial  de C respecto al  control  sin Mateos et
Papaya Citrus. I. ioid recubrimiento. Referente a la | 2023
reticulata gl0e0SporIoIaes o ividad antifangica contra C. al.,
(05, 1y 15 gloeosporioides, los
%) recubrimientos ~ compuestos

mejoraron la vida de anaquel de
la papaya y se redujo mas del
80 % el dafio causado por
antracnosis.
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Los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso y se conocen mas de ocho mil compuestos
con diferentes estructuras quimicas, que abarcan desde moléculas sencillas como acidos
fenolicos hasta polimeros complejos como los taninos condensados y la lignina (Zabka y Pavela,
2013; Martin-Gordo et al., 2018). En las plantas desempefian un papel crucial como respuesta a
diversas condiciones de estrés abidtico como la lluvia y radiacion ultravioleta y en la defensa
contra el ataque de agentes patdgenos de plantas y agresién de animales herbivoros, ademas,
contribuyen en el aroma y color de flores y frutos (O. Elansary et al., 2020; Bouslamti et al.,
2022; Davidova et al., 2024).

Los compuestos fendlicos tienen diversas propiedades bioldgicas como antioxidantes,
anticancerigenas, cardioprotectoras, antiinflamatorias, antimicrobianas, inmunoestimulantes,
moduladores de la microbiota, antienvejecimiento, antivirales y efectos antihipertensivos, entre
muchas otras mas, por lo que se han convertido en un foco de interés debido a sus efectos
benéficos para la salud humana y con potencial para ser usados en la industria farmacéutica y
alimentaria (Possamai-Rossatto et al., 2021; Bouslamti et al., 2022; Bonilla-Rodriguez et al.,
2023). La actividad antifingica de estos compuestos esta relacionada con la inhibicion de la
germinacién de esporas de los hongos o por la inactivacion de la sintesis de aminoacidos
esenciales que inhiben el desarrollo de éstos (Redondo-Blanco et al., 2020; Villota-Burbano y
Vazquez-Ochoa, 2021).

2.3.1. Mecanismos de accién

Aunque son pocas las investigaciones con estudios de los mecanismos de accion de los
compuestos fendlicos para inhibir el crecimiento de los hongos, sobre todo fitopatdgenos, las
evidencias sugieren que inhiben el desarrollo fungico a través de diversos mecanismos como la
disrupcion de la membrana plasmatica, la induccién de disfuncién mitocondrial y la inhibicién
de la formacion de la pared celular, la division celular, la sintesis de ARN y proteinas, y el

sistema de bombeo mediado por eflujo (Al Aboody y Mickymaray, 2020).

Las estructuras de los compuestos fendlicos permiten la difusion a través de la membrana

microbiana y su penetracion en la célula, donde pueden interferir en las vias metabdlicas al
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interferir con la sintesis de ergosterol, glucano, quitina, proteinas y glucosamina en hongos
(Souza et al., 2011). Su naturaleza hidrofobica garantiza su distribucion preferencial en la
membrana lipidica, por lo que, su mecanismo de accion antifungico depende principalmente de
la capacidad de afectar la funcion de las membranas lipoproteicas celulares, provocando un
deterioro de la homeostasis iénica celular, la acidificacion del pH vacuolar y citosélico, e
incluso, la destruccion de la integridad celular estructural (Zabka y Pavela, 2013). También, se
ha descrito que los polifenoles actuan contra los hongos bloqueando la bomba de eflujo,
afectando la membrana celular, interfiriendo con la sintesis de ergosterol, dafiando la pared
celular, o generando especies reactivas de oxigeno (ERO’s). Los compuestos fendlicos pueden,
potencialmente impactar la sintesis de ATP o el movimiento de iones Ca ++y K +. Ademas,
pueden causar dafio a las mitocondrias de los hongos, generalmente debido a los efectos de las
EROQO’s (Yamawaki et al., 2019; Davidova et al., 2024). Se ha evaluado el efecto antifingico in
vitro de diversos extractos vegetales como el extracto hidroalcohdlico al 30 % de Acacia
farnesiana, hoja de carambola 1 y 1.5 %, extracto fendlico de chiltepin (Capsicum annum var.
glabriusculum), extracto etanolico de chile habanero, serrano, jalapefio, morron, Sorghum
bicolor, Moringa oleiferay Ligustrum lucidum, extracto acuoso de Caesalpinia spinosa vy,
extractos metandlicos de hoja de vid silvestre (6, 8 y 12 % v/v), para su uso potencial en el
control de hongos fitopatdgenos por su contenido de compuestos fendlicos, donde se ha
observado que estos extractos inhiben el crecimiento micelial, la esporulacion y la germinacion
de esporas de diferentes hongos como Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium graminearum, Fusarium andiyazi,
Cochliobollus spp., Macrophomina phaseolina y Botrytis cinerea (Xoca-Orozco et al., 2018;
Lopez-Mufoz et al., 2019; Ledn-Duran y Mancheno-Céardenas, 2021; Rosas-Jauregui et al.,
2021). En el cuadro 6, se muestran algunos mecanismos de accion propios de cada grupo

fendlico.
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Cuadro 6.

Mecanismos de accion de compuestos fendlicos.

Compuesto
fendlico

Mecanismo de accion

Referencia

Compuestos
fendlicos

Formacion de complejos con proteinas solubles y extracelulares
ocasionando disrupcion de la pared celular.

Rodriguez-
Maturino
al., 2015.

et

Alteracion de la funcionalidad de la membrana, inactivacion de
enzimas celulares y desestabilizacion de la homeostasis celular
redox y/o el sistema antioxidante.

Lopez-Mufioz

etal., 2019

Inhibicion enzimética por oxidacion de compuestos,
posiblemente a través de la reaccidn con grupos sulfhidrilos o a
través de otras interacciones no especificas con proteinas.

Garcia-
Hernandez
al., 2016.

et

Flavonoides

Inhibicion de rutas enzimaticas vitales, como el sistema
enzimatico P450 oxidasa-dependiente, mediante el bloqueo de
las enzimas hidrolasas esteroides.

Rodriguez-
Maturino
al., 2015.

et

Inhibicion de enzimas entre las que se encuentran: hidrolasas: [3-
glucuronidasa, hialuronidasa, fosfatasa alcalina, aril-sulfatasa,
ATPasa H+ de las membranas lisosomal y granular; liasas:
DOPA decarboxilasa; transferasas: catecol o metiltransferasa;
hidroxilasas: aril hidroxilasa; oxidoreductasas: aldosa reductasa
y quinonas: hexoquinasas.

Garcia-
Hernandez
al., 2016.

et

Cumarinas

Ejercen actividad fotosensibilizante sobre las células, la cual se
manifiesta como fototoxicidad que altera y desorganiza
numerosos procesos bioldgicos en diferentes tipos de células.

Quinonas

Las quinonas se unen con adhesinas superficiales expuestas,
polipéptidos de la pared celular, enzimas unidos a la membrana
y forman complejos que inactivan las enzimas.

Garcia-
Hernandez
al., 2016.

et

Polifenoles

Actuan sobre la membrana citoplasmatica, produciendo cambios
en su permeabilidad, ocasionando la liberacién de contenido
celular, coagulacién del material citoplasmatico vy
desorganizacion de organelos y membrana celular.

Apolonio-
Rodriguez,
al., 2017

et

Taninos

Inhibicidn de la sintesis de proteinas

Rodriguez-

Pedroso et al.,

2012

Fenoles

Inhibicidn enzimatica por oxidacién de compuestos

Rodriguez-

Pedroso et al.,

2012
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2.3.2. Compuestos fendlicos en recubrimientos de quitosano

Debido a las propiedades antimicrobianas del quitosano, se ha evaluado su uso como
biopolimero activo para recubrimientos comestibles combinado con extractos de plantas
capaces de potenciar las propiedades antimicrobianas de los recubrimientos y por lo tanto la
capacidad protectora. Entre las moléculas bioactivas de origen vegetal que se han estudiado se
encuentran los compuestos fendlicos debido a su actividad antimicrobiana, por lo que se han
evaluado diversos recubrimientos de quitosano con este tipo de extractos (Baji¢ et al., 2019;
Matei et al., 2020; Zemljic et al., 2022).

Alves-Gomes et al. (2020), evaluaron un recubrimiento de quitosano con extracto rico en
fenolicos de subproducto del procesamiento de acerola (Malpighia emarginata DC) o
jabuticaba (Plinia jaboticaba (Vell.) Berg) para controlar la pudricion causada
por Lasiodiplodia spp. en frutos de papaya, en los extractos se encontraron diferentes
compuestos fendlicos, incluidos flavonoides, estilbenos, taninos y acidos fendlicos. Los
recubrimientos de quitosano combinados con extractos de acerola o jabuticaba inhibieron el
desarrollo de podredumbre en frutos de papaya infectados artificialmente con
Lasiodiplodia durante 8 dias de almacenamiento a temperatura ambiente sin afectar los
parametros fisicoquimicos de calidad poscosecha de frutos de papaya.

Recubrimientos de quitosano 2% con extracto de té verde curcuma (1, 3y 5 % v/v) o extracto
de curcuma (1, 3 y 5 % v/v) prolongaron la vida util de fresa poscosecha. Los recubrimientos
de quitosano con extracto de circuma 5% y, extracto de té verde 5% + extracto de circuma 5%
inhibieron la proliferacion de B. cinerea en fresas después de 7 dias de almacenamiento,
mientras que, las fresas sin recubrimiento presentaron sintomas de descomposicion severa
después de 10 dias de almacenamiento con sintomas de la enfermedad de moho gris causada
por B. cinerea. Ademas, las fresas con recubrimientos de quitosano con los extractos tuvieron
un mayor contenido fendlico al finalizar el almacenamiento de 8 dias, en comparacion con el
control sin recubrimiento y la aplicacion de los recubrimientos no afecto significativamente las
propiedades sensoriales de las fresas. Los principales compuestos fendlicos encontrados en los

extractos fueron acido cafeico, acido clorogénico, catequina, epicatequina, acido quinico y
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Unicamente en el extracto de circuma se encontr6é adicionalmente curcumina (Yang et al.,
2022).

Yang et al. (2014), formularon un recubrimiento de quitosano 2% con extracto de hoja de
arandano (4, 8 y 12 % p/v) aplicado en arandano almacenado durante 35 dias a 2°C. En
comparacion con el control, los recubrimientos de quitosano adicionados con extracto de hoja
de arandano retrasaron la descomposicion y la pérdida de peso, manteniendo el contenido
fenolico total y la capacidad de eliminacion de radicales de la fruta en almacenamiento. Los
acidos gélico, cafeico, vainilico, siringico, p-cumarico, quercetina y kaempferol fueron
detectados en el extracto de hoja de arandano por analisis de cromatografia de liquidos de alta

resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés).

2.4. ANTECEDENTES DIRECTOS

El aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia) se caracteriza por contener una
semilla rica en fitoquimicos que le proporcionan diversas propiedades bioldgicas al fruto
(Ramos-Jerez, 2013; Ochoa-Zarzosa et al., 2021). El aguacate alberga méas de 20 grupos de
compuestos con actividad bioldgica, entre ellos acidos grasos de cadena larga y sus derivados
(avocatinas, pahuatinas, perseninas y alcoholes grasos polihidroxilados), los cuales han

mostrado actividades anticancerosas y actividad antimicrobiana (Ochoa-Zarzosa et al., 2021).

Guzman-Rodriguez et al. (2013), identificaron la defensina PaDef en la pulpa de este fruto, la
cual fue expresada en una linea celular endotelial, mostrando actividad contra Escherichia coli
y Staphylococcus aureus. Guzman-Rodriguez et al. (2016), evaluaron la citotoxicidad de esta
defensina PaDef en una linea celular de cancer de mama, inhibiendo la viabilidad e induciendo
apoptosis de las células cancerosas. Extractos crudos de raiz de arboles de aguacate criollo
inhibieron el crecimiento micelial in vitro del oomiceto P. cinnamomiy se identificé por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) al estigmastan-3,5-dieno

(Cz:H4) como el compuesto mayoritario (Sanchez-Pérez et al., 2009).
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Guillén-Andrade et al. (2019) realizaron la caracterizacion del perfil quimico de 54 colecciones
de P. americana var. drymifolia provenientes del banco de germoplasma de la Facultad de
Agrobiologia, de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, encontrando la
presencia de 47 metabolitos secundarios, algunos de ellos ya reportados en P. americana y
especies afines como el a-pineno, sabineno, B-pineno, B-cCis-ocimeno, estragol, oxido de
cariofileno, limoneno, escualeno, cariofileno, a-humuleno, copaeno, cubenol, decano, fenil
etil alcohol, metileugenol, nerolidol (E), tetradecanal, y-elemeno, linolenato de etilo,
acido hexadecanoico, hexadecanoato de metilo,el mirceno y &cido oleico y, algunos otros
compuestos no reportados para esta especie como el 4,8,13-duvatrien-1,3-diol, el cis,cis,7,10-

hexadecadienal y el cis,cis,cis-7,10,13-hexadecatrienal.

El extracto etandlico de hojas de P. americana var. drymifolia cultivar Maria Elena presentd
efecto antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) con una
concentracion minima inhibitoria de 100 pg/mL y con una concentracion minima bactericida
(CMB) de 100-200 pg/mL. Los compuestos fenolicos encontrados en el extracto en su mayor
parte eran flavonoides derivados de apigenina, catequina y quercetina, los cuales provocaron
una alteracion de distintos procesos bacterianos como, comunicacion bacteriana, factores de
virulencia y patogénesis, regulacion de la membrana, sintesis de acidos grasos de la membrana
plasmatica, sintesis de proteinas y resistencia a antibioticos B-lactamicos (Garcia-Moreno,
2017).

También se han identificado acetogeninas, que son policétidos derivados de acidos grasos de
cadena larga cuya estructura base es el acido linoleico, que tienen una funcion importante en la
proteccion de la planta contra patégenos (Rodriguez y Trumble et al., 2000). Estas presentan
propiedades citotoxicas contra lineas celulares de cancer de colon, higado, vejiga y
glioblastoma. Estas propiedades incluyen la induccion de la apoptosis, asi como la detencién

del ciclo celular (Lara-Marquez et al., 2020; Ochoa-Zarzosa et al., 2021).

La mayor parte de la investigacion se ha realizado en la fraccion lipidica del aceite de la semilla
de aguacate nativo, de la cual se han extraido una mezcla de moléculas denominadas LEAS por
sus siglas en inglés, responsables de los efectos citotoxicos en diferentes lineas celulares de
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cancer, promoviendo varias actividades bioldgicas, como la activacion de la apoptosis, la
pérdida del potencial de membrana y la detencidn del ciclo celular, entre otras. LEAS es rico en
acidos grasos de cadena larga y acetogeninas (Ochoa-Zarzosa et al., 2021; Baez-Magafa et al.,
2019).

Es importante resaltar que la actividad biolégica ha sido demostrada por los compuestos
lipofilicos que componen el aceite de la semilla de aguacate y no de los componentes mas
polares como los acidos fenolicos y los flavonoides. Sin embargo, este tipo de compuestos, en
otras investigaciones se ha probado su efecto antifingico ademas del antioxidante. En aguacate
cv. Hass también se han determinado este tipo de compuestos con actividad bioldgica
importante, sobre todo, provenientes de las semillas (Dabas et al., 2013; Borja-Espin y
Goetschel-Gomez, 2022).

Es por ello que, en esta investigacion, la propuesta fue extraer por fraccionamiento liquido-
liquido, la fraccién acuosa (fraccion polar) del aceite (FHS) extraida de las semillas de aguacate
nativo mexicano, para determinar su efecto antifingico in vitro y en los recubrimientos
elaborados con quitosano, adicionados con la FHS, aplicados a frutos de aguacate cv. Hass
inoculados con C. gloeosporioides.
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3. JUSTIFICACION

Con diversas investigaciones se ha demostrado la necesidad de realizar estudios que refuercen
las propiedades antifungicas del recubrimiento de quitosano, con la adicion de compuestos o de
extractos vegetales, debido a su contenido de compuestos fendlicos con actividad antifingica.
En la presente investigacion, se propone el uso de la fraccion hidrosoluble rica en compuestos
fenolicos, obtenida del aceite de semillas de aguacate nativo mexicano (P. americana var.
drymifolia), ya que estos han demostrado actividad antifingica en bioensayos in vitro, con un

alto potencial para enriquecer este recubrimiento, que potencien el poder antiflngico.

Se propone el desarrollo de una estrategia de un mayor uso del aguacate, en este caso las semillas
del nativo mexicano o “criollo”, dirigidas a la preservacion de frutos, entre ellos, el del aguacate
comercial (cultivar Hass), para el control de enfermedades poscosecha, como la causada por

C. gloeosporioides.
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4. HIPOTESIS

El recubrimiento de quitosano con la adicién de la fraccion hidrosoluble (rica en compuestos
fenolicos) del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano potencia la actividad antifingica
contra C. gloeosporioides durante la preservacion de frutos de aguacate cv. Hass.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar el efecto antifingico de un recubrimiento de quitosano adicionado con compuestos
fenolicos del aceite de semillas de aguacate nativo mexicano sobre C. gloeosporioides durante la

preservacion de frutos de aguacate cv. Hass.
5.1.1. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto antifungico in vitro de la fraccion hidrosoluble del aceite de semilla
de aguacate nativo mexicano y de quitosano sobre C. gloeosporioides, para obtener la
concentracion inhibitoria total (Clio) y el porcentaje de mayor inhibicion,
respectivamente.

2. Determinar el contenido de acidos fenolicos y flavonoides totales de la fraccion
hidrosoluble del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano sobre C. gloeosporioides.

3. Realizar ensayos de patogenicidad del hongo C. gloeosporioides en frutos de aguacate
cv. Hass, para confirmar su nivel de infeccion.

4. Evaluar el efecto antifungico del recubrimiento de quitosano adicionado con la Clig de
la fraccion hidrosoluble del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano, durante
condiciones de almacenamiento de frutos de aguacate cv. Hass.

5. Evaluar la firmezay pérdida de peso en los frutos de aguacate, recubiertos con quitosano
y la fraccion hidrosoluble del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano, durante las
condiciones de almacenamiento.

6. Identificar los principales compuestos fendlicos por cromatografia de liquidos de alta

resolucion en la fraccion hidrosoluble del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. RESULTADOS

7.1. CAPITULO 1. Determinacion de la actividad antifGngica in vitro sobre
Colletotrichum gloeosporioides del quitosano y de la fraccion
hidrosoluble del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano
(Persea americana var. drymifolia).

Resumen

Se obtuvo la fraccion hidrosoluble (FHS) del aceite de semillas de aguacate nativo mexicano
(Persea americana var. drymifolia ‘Schltdl. et Cham.” S.F. Blake) para determinar el contenido
de fenoles (fenoles y flavonoides totales) y el efecto antifungico sobre Colletotrichum
gloeosporioides en ensayos in vitro. El aceite se obtuvo de semillas pulverizadas por extraccion
en soxhlet con hexano (7 h, 70°C) y llevado a sequedad en rotavapor al vacio (50°C) para la
evaporacion del solvente. La FHS fue obtenida por fraccionamiento liquido-liquido, empleando
agua como disolvente de separacion y concentrada a 10 mg/mL. La actividad antiflngica in
vitro se determind con la FHS y quitosano por el método de difusion de pozas en medio papa-
dextrosa-agar aplicando 100uL de diferentes concentraciones de 0.01, 0.025, 0.050, 0.075 y
0.10 mg/mL, y 1, 1.5, 2 y 2.5 %, respectivamente. Se us6 benomyl50® (10 mg/mL) como
control positivo (C+) y agua estéril con etanol (1:1) como control negativo (C-), utilizando un
disco de 0.5 cm de diametro de micelio del hongo como indculo. Se obtuvo la Cligo de la FHS
y la concentracion Optima antifingica de quitosano, las cuales fueron 0.107 mg/mL y 2%,
respectivamente. El contenido de fenoles totales para FHS fue de 104.04 mg Eq. Acido Gélico/g
ES y para flavonoides totales de 0.006 mg Eq. Quercetina/g ES, resultados que demuestran que
la FHS es rica en acidos fendlicos mayoritariamente, los que se sugiere sean los responsables
de la actividad antifungica.

Palabras clave: Aguacate, antracnosis, Colletotrichum gloeosporioides, compuestos
fenolicos, fraccion hidrosoluble, quitosano.

Objetivo

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la actividad antifungica in vitro tanto de
la fraccion hidrosoluble del aceite de semilla de aguacate mexicano y del quitosano, para
determinar la concentracion 6ptima antifungica y obtener la concentracion inhibitoria ya sea
media (Clso) o total (Clioo), sobre el crecimiento micelial de C. gloeosporioides. Asi mismo, se
determind la cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides totales en la FHS con el

propdsito de relacionar su contenido con el efecto antifdngico.
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Materiales y métodos

Material bioldgico

El hongo C. gloeosporioides fue aislado de frutos de aguacate y ha sido caracterizado
molecularmente con la confirmacion de genero y especie, este hongo forma parte del cepario
del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (11QB-UMSNH), donado por el Dr. Rodolfo Lopez
Gomez de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Se mantiene bajo cultivo en
medio papa-dextrosa-agar (PDA) a 25 °C. Las semillas de aguacate nativo mexicano se
recolectaron de frutos maduros, obtenidos en huertos de la region de Ziracuaretiro, Michoacan
(19.417988 N -101.897950 O).

Obtencidn de la FHS del aceite de semillas de aguacate nativo mexicano

Para la obtencidn de la fraccion hidrosoluble (FHS) del aceite de las semillas de aguacate nativo
mexicano, primeramente, se extrajo el aceite de las semillas de aguacate nativo mexicano,
previamente congeladas a -20°C y pulverizadas con nitrégeno liquido en licuadora. El aceite se
obtuvo con un equipo soxhlet, utilizando por cada extraccion, 75 g de semillas pulverizadas por
1000 mL de hexano con un tiempo de extraccion de 7 h, a 70°C; esto se realiz6 hasta completar
los 1000 g de muestra (Béez-Magana et al., 2019). Mediante un rotavapor al vacio a 50°C, se
evaporO el hexano hasta la obtencion del aceite libre del disolvente, el cual se sometio a
biparticion liquido-liquido (fraccionamiento), utilizando agua como disolvente de separacion
para conseguir la FHS. Se utiliz6 un embudo de separacion, realizando la separacion en una
proporcién de 2:1 (2 partes de agua y una de aceite), la fraccion acuosa se evaporé a sequedad
en rotavapor al vacio (60°C) para prepararla a una concentracion de 10 mg/mL con agua
destilada estéril y etanol (1:1), la cual se almaceno en refrigeracion y oscuridad, hasta su uso y
analisis. El etanol se utiliz6 solamente como vehiculo para evitar la contaminacién microbiana
de la FHS.

Preparacion de solucion de quitosano
El quitosano de peso molecular medio (Sigma Aldrich) con grado de desacetilacion entre 75%
- 85% con respecto a la quitina proveniente de los caparazones de cangrejo, fue utilizado para

la preparacién de una solucion acuosa de quitosano, de acuerdo a lo descrito por Bautista y
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Bravo (2004) al 1%, 1.5%, 2% y 2.5%, las que fueron activadas con acido acético 1% y
mantenidas en agitacion por 24 h a 120 rpm para después ajustar el pH 5.5. Finalmente se

esterilizaron a 120 Lb de presion durante 15 min.

Actividad antifungica in vitro de la FHS y quitosano

Para la determinacion de la actividad antifungica de la FHS y quitosano, se realizé el ensayo in
vitro de pozas sobre micelio de C. gloeosporioides (Magaldi et al., 2004), utilizando 0.010,
0.025, 0.050, 0.075 y 0.10 mg/mL de FHS para obtener la concentracion inhibitoria total
(CI1100) y el porcentaje 6ptimo antifangico del quitosano (1.0, 1.5, 2.0 y 2.5%). Se utilizé agua
destilada estéril con etanol (1:1) como control negativo (C-) y acido acético 1%, ya que fue
utilizado en la solucion de la preparacion del quitosano. También se utilizé benomyl50® como
control positivo (C+). En cada poza se adicionaron 100 pL de la fraccion hidrosoluble, quitosano
y de cada uno de los controles, colocando un segmento de micelio de 0.5 cm de didmetro del
hongo crecido por 8 dias en PDA. A los 8 dias se obtuvieron los porcentajes de actividad

antifangica, que se calcularon de acuerdo a la formula reportada por Rutiaga (2001):

Crecimiento de control — Crecimiento de tratamiento

Inhibicién (%) = ( ) x 100

Crecimiento de control

Determinacion del contenido total de fenoles y flavonoides de la FHS

La determinacion de fenoles y flavonoides totales de la FHS (1 mg/mL) fue realizada por el
método de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999; Rodriguez-Valdovinos et al., 2021) y de
Mahboubi et al. (2013), respectivamente. Los resultados se presentan en miligramos
equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco (mg Eq.AG/g ES) y equivalentes de

miligramos de quercetina/g extracto seco (mg Eqg. Q/g ES), respectivamente.

Disefio experimental
El disefio experimental fue completamente aleatorio, para los bioensayos in vitro se utilizé una
n=5, en este Ultimo, se aplicaron cinco tratamientos con la fraccion hidrosoluble y cuatro

tratamientos con el quitosano. En la determinacion de fenoles y flavonoides totales, se utilizd
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una n=3. Cada experimento fue repetido dos veces. Se realizé un andlisis de varianza y prueba
de Tukey (p<0.05) con el software IMP11.

Resultados y discusion

El rendimiento final de la fraccion hidrosoluble (FHS) del aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano por las técnicas utilizadas, fue de 0.12 %. La FHS present6 un pH de 10, aroma
caracteristico a anis y una coloracion ambar no transparente. La FHS se mantuvo en
refrigeracion y no presenté contaminacion microbiana, permaneciendo su actividad antifungica

durante los dos afios de la experimentacion.

Actividad antifungica in vitro de la FHS

Con la determinacion de la actividad antifungica con diferentes concentraciones de la FHS (0,
0.01, 0.025, 0.050, 0.075 y 0.10 mg/mL) se obtuvieron los porcentajes de inhibicién mediante
la medicion del didmetro (cm) del crecimiento, tomando como 100% de inhibicion cuando no
se presentd crecimiento de micelio, como lo observado con el control positivo (C+,
benomyl50®) y sin inhibicion (0%) a lo obtenido con el control negativo (C-, agua estéril con
etanol, 1:1) o con &cido acético 1%, mostrando un crecimiento de 5 cm de didmetro a los 8 dias
del cultivo (Figura 3). Los porcentajes de inhibicion sobre C. gloeosporioides con la aplicacion
de la FHS del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano fueron en orden creciente y
proporcional a las concentraciones utilizadas, logrando un 100% de inhibicién con 0.10 mg/mL
(Figura 3A). Con estos valores se obtuvieron tanto la Clso como la Clioo, con valores de 0.055

mg/mL y de 0.107 mg/mL, respectivamente (Figura 3B).
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Figura 3. Porcentajes de inhibicién sobre el crecimiento de micelio con las diferentes
concentraciones de FHS (A), curva de inhibicion de concentraciones de FHS (B).
Fotografias representativas del efecto de las diferentes concentraciones de la FHS
(0.01, 0.025, 0.050, 0.075 y 0.10 mg/mL), Control — (agua estéril con etanol (1:1) y
Control + (benomyl50®). Determinacion a los 8 dias de cultivo. Letras distintas

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

En la figura 3C se muestra el efecto de la FHS sobre el crecimiento de micelio in vitro sobre C.
gloeosporioides, en la que se observan los didmetros de crecimiento correspondientes al C-
(agua:etanol, 1:1), al C+ y a las diferentes concentraciones de la FHS. Con los resultados
obtenidos se confirmd el efecto antifangico de la FHS del aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano, con una Cligode 0.107 mg/mL sobre C. gloeosporioides.

Diversos extractos vegetales presentan actividad antifungica y son considerados agentes con
nula o baja toxicidad en el ambiente, por lo que son una alternativa a los fungicidas sintéticos
en el control de hongos fitopatdgenos como C. gloeosporioides. Tanto en estudios in vitro como
in situ en frutos poscosecha de antracnosis, tanto en frutas como verduras, se ha reportado la

actividad antifungica de diversos extractos de plantas contra C. gloeosporioides, como los de
39



Aegle marmelos, Ipomoea carnea y Pongamia pinnata, los que a una concentracion de 15
mg/mL inhibieron el crecimiento de micelio de este hongo en 74.85%, 63.23% y 54.89%,
respectivamente (Satapathy et al., 2018). La mayoria de las investigaciones se han realizado
utilizando extractos crudos para probar el efecto sinérgico de las mezclas y varios estudios han
demostrado un mayor efecto antifingico cuando se utilizan disolventes polares durante la
extraccion, como agua, etanol y metanol. Bussaman et al. (2012) demostraron un alto efecto
antifangico (100%) sobre C. gloeosporioides con el extracto metanolico de hojas de Piper
sarmentosum con la inhibicion total de la germinacion de esporas fungicas a una concentracion
de 1.25 mg/mL; Kwodaga et al. (2019) obtuvieron un 76.1% de inhibicién del crecimiento de
micelio de C. gloeosporioides con el extracto acuoso de frutos de Capsicum annumy un 91.7%
sobre la germinacion de esporas; asi mismo, Espafia et al. (2017) observaron esta actividad alta
sobre C. gloeosporioides con el extracto etanolico de Eucalyptus camaldulensis (5 mg/mL), que

mostrd un 98% de inhibicion sobre el crecimiento fangico.

En investigaciones realizadas con extractos de diferentes variedades o cultivares de aguacate,
también se ha determinado el efecto antifingico sobre C. gloeosporioides, encontrando cierta
actividad con extractos etandlicos de semilla (Fagundes et al., 2018), asi como con el extracto
acuoso de hojas (2:10 w/v) (Bautista-Bafios et al., 2002). Las concentraciones reportadas (Clso
y Clioo) para la FHS de aceite de semilla de aguate nativo mexicano, son hasta 100 veces mas

bajas que las reportadas para otros extractos de composicion quimica similar.

Actividad antifungica in vitro del quitosano sobre C. gloeosporioides

La determinacion de la actividad antifingica con diferentes concentraciones del quitosano (1%,
Q1; 1.5%, Q1.5; 2%, Q2; y, Q2.5, 2.5%), se obtuvieron como se menciona anteriormente para
la FHS, mediante valores de porcentajes de inhibicidn, presentando Unicamente actividad
antifungica las concentraciones de 2 y 2.5%, los que mostraron una alta inhibicién sobre C.
gloeosporioides, con una inhibicién total (100 %) y de 34.4%, respectivamente, mientras que,
en las concentraciones menores a estas, el porcentaje de inhibicion fue nulo (0 %). Al adicionar
la solucidn de acido acético al 1%, no se presento inhibicion sobre el crecimiento del micelio

del hongo, indicativo que éste no influye en la actividad antifungica de la solucién del quitosano.
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En la figura 4 se muestra el efecto de las diferentes concentraciones de quitosano sobre C.

gloeosporioides, observandose los diametros de crecimiento.

Control - Control + a1 Q15 Q2 Q25

Figura 4. Fotografias del efecto de las diferentes concentraciones de quitosano sobre
C. gloeosporioides. Control — (agua estéril con etanol (1:1) y Control +
(benomyl50®) y los distintos porcentajes del quitosano 1% (Q1), 1.5% (Q1.5), 2%
(Q2), y Q2.5 (2.5%). Determinacion a los 8 dias de cultivo (n=5).

Aunque en la mayoria de las investigaciones se ha demostrado una relacion directa entre una
alta concentracion de quitosano con la actividad antifingica, en otras investigaciones se ha
observado que, a concentraciones menores o intermedias a las probadas, la actividad antifungica
es mayor, como la reportada por Mufioz et al. (2007), en la que la mayor actividad antifungica
fue con una concentracion de 2 mg/mL de quitosano y menor con la de 2.5 mg/mL sobre

B. cinerea.

Estos resultados demuestran el efecto antifungico del quitosano sobre el hongo
C. gloeosporioides a una concentracion del 2%, inhibiendo el 100 % del crecimiento micelial.
En diversas investigaciones, esta actividad antifangica del quitosano se ha reportado y se sugiere
su uso como una alternativa para el tratamiento poscosecha de frutas susceptibles a
enfermedades fungicas y asi, prolongar su vida de anaquel (Chavez-Magdaleno et al., 2019;
Ramos-Guerrero et al., 2020; Garcia-Mateos et al., 2023).

Bautista-Bafios et al. (2003) evaluaron in vitro el efecto del quitosano (0.5, 1.5,25y 3.0 %) y
los mejores resultados se obtuvieron con los porcentajes 2.5% y 3%, ya que, inhibieron
completamente el crecimiento micelial de C. gloeosporioides, durante 7 dias, mientras que en
las concentraciones mas bajas (0.5 y 1.5%), el crecimiento se vio retardado y comenzé al
segundo y cuarto dia, respectivamente. Berumen-Varela et al. (2015), utilizaron porcentajes de

41



quitosano al 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0% y determinaron que todas alteraron el crecimiento de
Colletotrichum sp., sin embargo, se observd mayor inhibicidn del crecimiento micelial con 1.5
y 2.0% sin diferencias significativas entre ambas, con un 41.79 y 44.77%, respectivamente.
Ademas, el quitosano al 1.0, 1.5y 2.0 % inhibié completamente la germinacion de los conidios
del hongo. Gutiérrez-Martinez et al. (2017), obtuvieron aislados de Colletotrichum de frutos de
guanabana (Annona muricata), mango (Mangifera indica) cv. Tommy Atkins y platano cv.
‘Enano gigante’ (M. acuminata AAA) y evaluaron el efecto antifungico del quitosano (0.5, 1.0
y 1.5%) sobre estas tres cepas de hongo. El efecto antifungico del quitosano influy6 en la
inhibicion del crecimiento micelial y esta actividad fue diferente de acuerdo a la cepa de
Colletotrichum, ya que la mayor inhibicién se obtuvo con el aislado de platano, con una
concentracion de quitosano del 1%, con un crecimiento nulo (0%) del hongo a los 12 dias de
incubacion. Ademas, la incidencia de la enfermedad con la aplicacion de recubrimientos de
quitosano al 1% en los mismos frutos, disminuyd en un 80% en la guandbana y un 100% en

mango y platano.

De igual forma, en investigaciones previas, se ha evaluado el efecto in vitro del quitosano sobre
Colletotrichum sp. de cepas aisladas de frutos de aguacate, como lo reportan Xoca-Orozco et
al. (2018), quienes evaluaron la actividad antifingica in vitro de quitosano de bajo y medio peso
molecular sobre dos cepas de Colletotrichum sp. aislados de frutos de aguacate Hass con
sintomas de antracnosis, utilizando soluciones de quitosano al 0.1, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 % (p/v)
para la evaluacién de la inhibicion del crecimiento micelial, esporulacion y germinacion de
esporas, registrando las mediciones cada 24 h durante 9 dias. Las pruebas in vitro de la actividad
antifngica del quitosano sobre las cepas aisladas de Colletotrichum sp., demostro que tanto el
quitosano de bajo peso molecular como el de medio peso molecular mostraron el menor
crecimiento micelial en las concentraciones mas altas evaluadas (1.5 y 2.0%). En cuanto a la
esporulacién de las cepas identificadas (AGl y AG3), el quitosano de bajo peso molecular
disminuyd6 la esporulacion en un 29 y 51 %, respectivamente, mientras que el quitosano de
medio peso molecular, redujo la esporulacion en un 47 y 45 %. Los porcentajes de quitosano al
0.1, 0.5y 1.0 % redujeron la germinacién de esporas, sin embargo, estas fueron completamente
inhibidas con quitosano al 1.5 % y 2.0%, tanto en soluciones de bajo y medio peso molecular.
Asi mismo, Chavez-Magdaleno et al. (2019) evaluaron la actividad antifangica in vitro del
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quitosano (0.1, 0.5y 1.0 %) sobre Colletotrichum acutatum y C. gloeosporioides aislados de
aguacate (P. americana). Con el porcentaje mas alto de quitosano (1.0 %), se obtuvo un 17y 21
% de inhibicidn del crecimiento micelial en C. acutatum y C. gloeosporioides, respectivamente,

observandose diferencia significativa.

El efecto en la inhibicion del crecimiento micelial del quitosano puede ser atribuido a su caracter
catiénico, por la interaccion electrostatica de los grupos amino libres, cargados positivamente
en medio acido con los residuos negativos de las macromoléculas expuestas en la pared celular
del hongo, cambiando la permeabilidad de la membrana plasmatica y liberando contenido
intracelular (Ca*, K* y proteinas), permitiendo su entrada al citoplasma, uniéndose a objetivos
como el ADN y ARN cargados negativamente y, por lo tanto, inhibiendo el crecimiento del

hongo (Jiménez-Mejia et al., 2018; Ramos-Guerrero et al., 2018).

Determinacion del contenido de fenoles y flavonoides totales de la FHS

Entre los metabolitos secundarios, los compuestos fenolicos (como fenoles y flavonoides) se
caracterizan por tener actividad antifungica. El efecto de estos compuestos se ha observado
principalmente en hongos causantes de enfermedades en plantas como C. gloeosporioides
(Pietarinen et al., 2006).

El contenido de fenoles totales de la FHS fue de 104.04 mg Eq. Acido Galico/g ES y el de
flavonoides totales de 0.006 mg Eq. Quercetina/g ES, resultados indicativos que la FHS es rica
mayormente en &cidos fendlicos, lo que se relaciona con la actividad antifingica obtenida en
los ensayos in vitro. Lo anterior se ha reportado debido a los compuestos de naturaleza fenolica,
identificados en los extractos polares y de polaridad intermedia de diversos extractos vegetales
(Baka et al., 2020). Dicko et al., (2005) y Visioli et al. (2011) reportan a los compuestos
fenolicos de plantas con un alto potencial de inhibicion del crecimiento micelial y de la
germinacioén de esporas de hongos fitopatdgenos. En los Gltimos afios se han identificado acidos
fenolicos, flavonoides y taninos como los principales grupos con actividad antifingica y los
extractos que los contienen se han convertido en un foco de investigacion con una importancia

practica en el desarrollo de compuestos antifangicos (Lima et al., 2019).
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La concentraciéon de acidos fendlicos cuantificados como equivalentes de acido galico, varia
segun la planta y el método de extraccion, se ha reportado para una gran diversidad de plantas
un intervalo de 4.44 a 181.91 mg Eq. Acido galico/g peso seco, mientras que otras presentan
valores menores a 92.4 mg Eq. Acido gélico/g peso seco. Mientras en té verde presenta 1341
mg Eq. Acido galico/100 ml extracto, el té negro muestra tan solo 0.052 mg E Acido galico/100
ml. Los frutos rojos presentan un contenido de 3.92 a 19.82 mg Eq. Acido Gélico/g peso fresco
(Rossi et al., 2022).

Con estos resultados se selecciond la Cl total de la FHS para ser utilizada en los recubrimientos
de quitosano que se utilizaron en frutos poscosecha de aguacate cv. Hass, para determinar el

efecto antifungico sobre C. gloeosporioides.

Conclusiones
Tanto de la FHS como el quitosano presentaron actividad antifangica sobre C. gloeosporioides,
obteniendo la Clioo (0.107 mg/mL) de la FHS, asi como el porcentaje optimo antifungico del

quitosano (2.0 %).

La FHS de aceite de semillas de aguacate nativo mexicano presentd un alto contenido de
compuestos fendlicos (fenoles totales), lo que se sugiere sean los responsables de la actividad

antifungica.
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7.2. CAPITULO 2. Efecto antiflingico de recubrimientos de quitosano adicionados con
la fraccion hidrosoluble del aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano (Persea americana var. drymifolia) en frutos poscosecha de
aguacate cv. Hass infectados con Colletotrichum gloeosporioides

Resumen

Se evalu6 la actividad antifungica de recubrimientos de quitosano (1, 1.5, 2 y 2.5%) solo y
adicionados con la Cligo (0.177 mg/mL) de la fraccion hidrosoluble (FHS) del aceite de semilla de
aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) sobre el control de la infeccion por
Colletotrichum gloeosporioides, causante de la enfermedad antracnosis en frutos de aguacate cv.
Hass en poscosecha. Para asegurar la infectividad de C. gloeosporioides en frutos de aguacate cv.
Hass, se realizd la prueba de patogenicidad con la aplicacion de una solucion de 1x10° esporas/mL
en la zona central del peddnculo, empleando como control negativo (C-), frutos tratados con agua
estéril sin esporas y como control positivo (C+), frutos tratados con benomyI50® (10 mg/mL). Los
frutos inoculados se almacenaron en frio (7 dias a 10°C) y para cortar la cadena de frio,
posteriormente se incubaron a 25°C durante 7 dias, para determinar el nivel de infeccion causado
por el hongo, usando una escala cualitativa con valores de indice de severidad (IS) y evaluar la
pérdida de peso y firmeza. Para la prueba de patogenicidad, los frutos fueron inoculados y
almacenados por 7 dias del cultivo a 25°C, utilizando el control + y el control —, confirmando la
patogenicidad de la cepa en los frutos de aguacate cv. Hass inoculados con esporas de C.
gloeosporioides, ya que se observo una infeccién en todo el mesocarpio (IS 4), presentdndose los
sintomas de la antracnosis. Los frutos tratados con benomyl50® (C+) mostraron una IS de 1,
mientras que en los frutos tratados Unicamente con agua estéril (sin esporas) (C-) no se presentaron
los sintomas de infeccién (1S0), indicativo de la inocuidad de los frutos. Para los recubrimientos, se
utilizé quitosano proveniente del caparazon de cangrejo (Sigma Aldrich), preparado con acido
acetico al 1% como medio de disolucién (pH 5.5.). Los tratamientos fueron frutos recubiertos solo
con quitosano o con la Cligo de la FHS, asi como con los respectivos controles, ademas de un control
Unicamente con agua estéril. La aplicacion de los recubrimientos se realiz6 por inmersion directa de
los frutos en la solucion formadora de pelicula y una vez secos, fueron inoculados con esporas
(1x10%mL) del hongo, para finalmente almacenarlos en las condiciones antes mencionadas. Pasado
el periodo de incubacién se observo que con el 2.5% de quitosano (Q2.5) se obtuvo un 75% de
inhibicion (IS 1), presentando lesiones menores necréticas cerca al pedunculo. Con el control
negativo (agua estéril, sin inoculacion), los frutos se mantuvieron inocuos durante la
experimentacion (IS 0), aunque con el control negativo (agua-etanol, con inoculacion) se observo
un IS de 4, con una infeccién de hasta el 97.5%. Los frutos recubiertos con quitosano, adicionados
con la Clio de la FHS, mostraron una mayor actividad antifungica que con quitosano solo,
obteniendo que con 2.5% de quitosano (Q2.5 + FHS) se obtuvo el porcentaje mayor de inhibicion
(94.5%, IS 1). Con los recubrimientos, se logro reducir el porcentaje de pérdida de peso y mantener
la firmeza durante el almacenamiento de los frutos a las condiciones mencionadas anteriormente en
frutos inoculados y sin inocular con esporas de C. gloeosporioides, observandose los mejores
resultados con Q2.5 + FHS con 3.12 y 3.51 % de pérdida de peso en frutos sin y con inoculacion,
respectivamente, y firmeza de 16.56 y 14.83 kg/cm? sin y con inoculacion de esporas,
respectivamente. Con estos resultados se demuestra una mayor actividad antifungica en frutos de
aguacate cv. Hass recubiertos con quitosano al 2.5% adicionados con la Clioo de la FHS. Estos frutos
presentaron una mayor vida de anaquel con un minimo de sintomas de la antracnosis.

Palabras clave: Aguacate, C. gloeosporioides, fraccion hidrosoluble, quitosano,
recubrimientos comestibles.
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Objetivo

En la presente investigacion se determiné el efecto antifungico de los recubrimientos de
quitosano solo (1%, 1.5%, 2% y 2.5%) y adicionados con la Cligo de la FHS (Q1 + FHS, Q1.5
+ FHS, Q2 + FHS, y Q2.5 + FHS) sobre frutos de aguacate cv. Hass inoculados con

C. gloeosporioides para su control en poscosecha.

Materiales y métodos

Material bioldgico

Se utilizaron frutos de aguacate cv. Hass en madurez fisiol6gica, obtenidos de un huerto
comercial en Huancito, Michoacan (19.848469 N -102.067543 Q). El hongo C. gloeosporioides
fue aislado de frutos de aguacate y ha sido caracterizado molecularmente con la confirmacién
de género y especie, este hongo forma parte del cepario del Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal (IIQB-UMSNH), donado por el Dr. Rodolfo Lépez Gomez de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Se mantiene bajo cultivo en medio papa-dextrosa-agar
(PDA) a 25 °C. Las semillas de aguacate nativo mexicano se recolectaron de frutos maduros,
obtenidos en huertos de la region de Ziracuaretiro, Michoacan (19.417988 N -101.897950).

Pruebas de patogenicidad

La patogenicidad del hongo se evalud en frutos de aguacate cv. Hass para asegurar el nivel de
infeccion con la aplicacion de una solucion de esporas (1x10° esporas/mL). Los frutos se
desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial 10% por 10 min con tres enjuagues con agua
estéril en area esteril. Para la inoculacion se realizé una pequefia incision en la zona central del
pedunculo (2 mm de profundidad) y en la herida se colocaron 100 pL de la suspension con
esporas. Las esporas se obtuvieron con la adicion de agua estéril sobre el micelio del hongo
crecido por dos semanas en PDA. Como control negativo (C-) se usaron frutos tratados con agua
estéril sin esporas y como control positivo (C+), frutos tratados con benomyl50® (1-
benzimidazol-2-ilcarbamato de metilo, 10 mg/mL). Los frutos de los diferentes tratamientos se
colocaron en contenedores de plastico estériles y se incubaron, primero por 7 dias a 10°C y

posteriormente a 25°C durante 7 dias mas, finalmente se determiné el nivel de infeccién en los
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frutos causado por C. gloeosporioides (Gatto et al., 2011), realizando un corte longitudinal a la
mitad de cada uno de los frutos.

La infeccidn se registr0 mediante un indice de severidad (IS) cualitativo de la enfermedad,
causada por el hongo, conforme a la escala reportada y modificada por Ramirez et al. (2020),
quienes reportaron una escala visual de acuerdo a los sintomas observados durante la infeccién
en el mesocarpio: 0, frutos sin sintomas; 1, 1-25%, con infeccidn o lesiones necréticas cerca al
pedunculo; 2, 26-50%, con infeccion hasta la parte media del fruto, cercana a la semilla; 3, 51-
75%, con infeccion leve en todo el mesocarpio; 4, 76-100%, con infeccién severa en todo el

mesocarpio.

Obtencidn de la FHS del aceite de semillas de aguacate nativo mexicano

Para la obtencidn de esta fraccion, primeramente, se extrajo el aceite de las semillas de aguacate
nativo mexicano, previamente congeladas a -20°C y pulverizadas con nitrogeno liquido en
licuadora. El aceite se obtuvo con un equipo soxhlet, utilizando por cada extraccion, 75 g de
semillas pulverizadas por 1000 mL de hexano con un tiempo de extracciéon de 7 h, a 70°C; esto
se realizd hasta completar los 1000 g de muestra (Baez-Magafia et al., 2019). Mediante un
rotavapor al vacio a 50°C, se evaporo el hexano hasta la obtencidn del aceite libre del disolvente,
el cual se sometio a biparticion liquido-liquido (fraccionamiento), utilizando agua destilada
como disolvente de separacion para conseguir la fraccion hidrosoluble con compuestos
fendlicos (fenoles y flavonoides). Se utilizé un embudo de separacion, realizando la separacion
en una proporcion de 2:1 (2 partes de agua y una de aceite). La fraccion acuosa se evaporod a
sequedad en rotavapor al vacio (60°C) para prepararla a una concentracion de 10 mg/mL con
agua destilada esteril y etanol (1:1), la cual se almaceno en refrigeracion y oscuridad, hasta su

uso y analisis.

Preparacion de la solucién de quitosano

El quitosano de peso molecular medio (Sigma Aldrich) con grado de desacetilacion entre 75%
- 85% con respecto a la quitina proveniente de los caparazones de cangrejo, fue utilizado para
la preparacion de los recubrimientos. La solucién acuosa de quitosano se preparé por el método
descrito por Bautista y Bravo (2004) al 1%, 1.5%, 2% y 2.5%, soluciones que fueron activadas
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con &cido acetico 1% y mantenidas en agitacion por 24 h a 120 rpm para después ajustar el pH
5.5. Finalmente se esterilizaron a 120 Lb de presion durante 15 min.

Efecto antifungico de recubrimientos de quitosano adicionados con la FHS en frutos de
aguacate cv. Hass inoculados con C. gloeosporioides

En campana de flujo laminar se realizd el recubrimiento de los frutos, utilizando cuatro
diferentes porcentajes de quitosano solo (Q1, 1%; Q1.5, 1.5%; Q2, 2%; y, Q2.5, 2.5%) y con la
adicion de la Clioo de la FHS (Q1 + FHS; Q1.5 + FHS; Q2 + FHS; y, Q2.5 + FHS), por el
método de inmersién directa, mediante el cual, los frutos fueron inmersos en vaso de precipitado
con cada solucion, hasta asegurar el completo recubrimiento del fruto, para finalmente dejarlos

secar durante 30 min en area estéril.

Los frutos fueron previamente desinfectados con hipoclorito de sodio comercial al 10% por 10
min con tres enjuagues de agua estéril en area estéril, e inoculados como se describe en las
pruebas de patogenicidad. Como control negativo (C-), los frutos fueron tratados con agua
estéril y etanol (1:1) con esporas y como control positivo (C+), los frutos fueron tratados con el
fungicida comercial benomyl50® a 10 mg/mL, ademas se utiliz6 un tratamiento control
Unicamente con agua estéril, sin esporas. Los frutos con los diversos tratamientos fueron
almacenados y se les determin0 el porcentaje de inhibicién y el indice de severidad, realizando
un corte a la mitad de éstos, como se indica en el ensayo de pruebas de patogenicidad, al final
del almacén de los 14 dias (7 dias a 10° C y 7 dias a 25° C).

Determinacion de pérdida de peso

La pérdida de peso se realizé por gravimetria empleando una bascula digital. EI peso de cada
fruto se registré en el dia inicial del tratamiento hasta el dia final del almacenamiento. La
diferencia de masa se expresé como porcentaje de pérdida de peso con respecto a la masa inicial,

con la siguiente formula (Gonzalez-Chavarro et al., 2021):

Peso inicial — Peso final

% Pérdida de peso = ( ) x 100

Peso inicial
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Determinacion de firmeza

Después del almacenamiento por 7 dias a 10°C y 7 dias més a 25°C (14 dias post-inoculacion)
se determind la firmeza de los frutos, utilizando un penetrometro digital, provisto de una sonda
de acero inoxidable de 8 mm de diametro. Los valores se expresaron en kgf/cm? como la fuerza

necesaria para penetrar la pulpa en la zona ecuatorial del fruto (Marquez et al., 2009).

Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio, para los experimentos en frutos
recubiertos, se aplicaron cuatro tratamientos con quitosano solo (Q1, Q1.5, Q2 y Q2,5), cuatro
tratamientos con quitosano adicionado con la Cligo de la FHS (Q1 + FHS; Q1.5 + FHS; Q2 +
FHS; y, Q2.5 + FHS), un control negativo (C-, agua esteéril y etanol, 1:1), un control positivo
(C+, benomylI50®) y un control con agua estéril sin esporas (n=7). Para la determinacion de la
pérdida de peso y firmeza se utilizaron los frutos de los tratamientos siguientes: Q 2.5 % cony
sin esporas, Q2.5 + FHS con y sin esporas, un control negativo (C-, agua estéril y etanol, 1:1),
un control positivo (C+, benomyl50®) y un control con agua estéril sin esporas (n=7). Cada
experimento fue repetido dos veces y se realizé un analisis de varianza y prueba de Tukey
(p<0.05) con el software JMP11.

Resultados y discusion

Pruebas in vitro de patogenicidad

Con la obtencion del nivel de infeccion mediante las pruebas de patogenicidad con la
inoculacion de esporas de C. gloeosporioides en frutos de aguacate cv. Hass durante el
almacenamiento a 10°C por 7 dias, no se observaron frutos con sintomas de la enfermedad
causada por el hongo, pero al almacenarlos a 25°C por 7 dias mas, se observo la sintomatologia
de la enfermedad solamente en aquellos frutos inoculados con esporas (Figura 5A), presentando
un indice de severidad (1S) de 4, correspondiente a un porcentaje mayor al 76% de infeccién en
el mesocarpio, indicativo de que la inoculacion con las esporas de C. gloeosporioides fue
efectiva para provocar la infeccion de los frutos. Con estos resultados se demostro la
patogenicidad del hongo en frutos de aguacate cv. Hass y se establecié el indculo (1x10°
esporas/mL) para desarrollar la enfermedad bajo las condiciones de almacenamiento
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establecidas en la presente investigacion. Asi mismo, se determind que todos los frutos

inoculados (n=7) mostraron los sintomas de la enfermedad (antracnosis).

Figura 5. Frutos de aguacate cv. Hass a los 7 dias del almacenamiento a 25°C, después del
almacenamiento a 10°C por 7 dias: A, Inoculado con 1x10° esporas/mL de
C. gloeosporioides, sin tratamiento; B, Control + (benomyl50, 10 mg/mL, con
esporas); C, Control — (agua estéril, sin esporas) (n=7).

Los frutos inoculados y tratados con el fungicida (benomyl50), mostraron una infeccion
incipiente, con un IS de 1, con solo el avance de sintomas cerca al pedunculo (Figura 5B), esta
respuesta indica la efectividad del fungicida sobre la inhibicion de la germinacion de esporas y
del crecimiento de micelio en el mesocarpio, la que a la concentracion probada no ejercié un
100% de efecto antifungico. En la figura 5C, se observa un fruto sin sintomas, con la aplicacion
solo de agua estéril (sin esporas), demostrando una Optima maduracion durante la vida de

anaquel (14 dias) sin presentar sintomas, lo que aseguro la inocuidad de los frutos.

Las lesiones observadas en el mesocarpio de los frutos de aguacate cv. Hass, inoculados con C.
gloeosporioides, corresponden a lo descrito para los sintomas caracteristicos de la antracnosis,
como la capacidad de ingresar por la zona peduncular y causar el pardeamiento de haces
vasculares leve, moderada y severa (Fischer et al., 2019; Soto et al., 2020). De forma natural,
C. gloeosporioides llega al fruto en forma de esporas o conidios y se lleva a cabo un proceso de
reconocimiento, adhesion y fijacion al fruto; una vez que hay las condiciones adecuadas como
humedad y temperatura, ocurre la ruptura directa, en donde la espora produce el tubo
germinativo, el cual desarrolla un apresorio, que sintetiza enzimas que degradan ceras
epicuticulares para después generar presion y fijarse a las células del epicarpio del fruto.

Posteriormente inicia la infeccion, mediante el crecimiento de las hifas, las cuales permanecen
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en estado latente hasta que el fruto madura después de la cosecha. En precosecha o durante el
almacenamiento a bajas temperaturas (<10°C), la enfermedad es asintomatica hasta que el fruto
inicia el proceso de maduracion en poscosecha, donde ocurre un proceso de transicion que va
aumentando hasta llegar al necrotrofismo, etapa en la que son visibles los sintomas de la
pudricién y del pardeamiento de los tejidos, tanto del epicarpio como del mesocarpio. Todo esto
es posible debido a que los mecanismos de defensa del fruto disminuyen durante la vida de
anaquel, sobre todo si la temperatura es elevada (Prusky et al., 2013; Herrera-Gonzalez et al.,
2020). Lo anterior, se observo cuando los frutos del cultivar Hass, fueron almacenados a 25°C
durante 7 dias mas, mostrando los sintomas ya mencionados, en aquellos que fueron inoculados

con esporas de C. gloeosporioides.

Porcentajes de inhibicion e indices de severidad en frutos de aguacate cv. Hass recubiertos
con quitosano solo o adicionados con la FHS inoculados con C. gloeosporioides

En los frutos de aguacate cv. Hass recubiertos con quitosano solo e inoculados con
C. gloeosporioides durante poscosecha, se observd un efecto antifungico a los 7 dias del
almacenamiento a 25°C (con 7 dias de almacenaje previo a 10°C), con un incremento en los
porcentajes de inhibicion de acuerdo a las concentraciones utilizadas, alcanzando el mayor valor
de 75% con un 2.5% (Q2.5), obteniendo un IS de 1 (Cuadro 7). Los frutos tratados solo con
agua estéril (Control, sin esporas), no presentaron los sintomas de la infeccién (IS 0), sin
embargo, en los frutos inoculados con agua esteril y etanol, el IS fue de 4, con un porcentaje de
inhibicidn del 2.5% en el mesocarpio, indicativo de que la inoculacion con las esporas de
C. gloeosporioides fue efectiva para provocar la infeccién de los frutos recubiertos con

quitosano.

Los frutos tratados con benomylI50 (Control +), el porcentaje de inhibicion fue del 55% con un
IS de 2. En frutos recubiertos con Q1, se obtuvo un IS de 4, con sintomas de infeccion severa
en todo el mesocarpio, representando solamente un 10% de inhibicién; con Q1.5, se presentd

un IS de 3, con sintomas leves en todo el mesocarpio (30% de inhibicion); con Q2, se observé
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un IS de 2, con sintomas leves de infeccidn desde la zona peduncular hasta la zona cercana a la

semilla, considerando un 55% de inhibicion (Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentajes de inhibicion e indices de severidad (1S) en frutos de aguacate cv. Hass
recubiertos con quitosano (Q1, Q1.5, Q2y Q2.5) y quitosano adicionado con la Clioo
de la FHS (Q1 + FHS, Q1.5 + FHS, Q2 + FHS y Q2.5 + FHS), después del
almacenamiento durante 7 dias a 10°C y por 7 dias mas a 25°C, e inoculados con
1x103 de esporas/mL de C. gloeosporioides.

TRATAMIENTOS Inhibicion (%) IS
Control - 0
(agua estéril, sin esporas)

Control - 2.5+0.11" 4
(agua estéril y etanol, con esporas)

Control + 55 + 0.43¢ 2
(Benomyl50, 10 mg/mL)

Q1 10 + 0.09¢ 4
Q15 30 +£0.23f 3
Q2 55 + 0.43¢ 2
Q25 75+ 0.67° 1
Q1+FHS 35+0.27¢ 3
Q1.5+ FHS 57.5 +0.33¢ 2
Q2 +FHS 87.5+0.75° 1
Q2.5 +FHS 945+ 1.12% 1

Letras distintas indican que existe diferencia significativa (p<0.05, n=7, prueba de Tukey).

Con respecto a los frutos de aguacate cv. Hass recubiertos con quitosano y adicionados con la
Clioo de la FHS e inoculados con esporas, se observo también que los frutos almacenados
durante 7 dias a 10°C no presentaron sintomas de la enfermedad, sin embargo, después de
almacenarlos en estas condiciones por 7 dias mas a 25°C, se presentd la sintomatologia
caracteristica de la enfermedad, con una disminucion de los valores de IS y un incremento en la
inhibicidn del avance de la enfermedad. En los frutos tratados con Q1 + FHS, Q1.5+ FHS y Q2
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+ FHS, los valores de IS fueron de 3, 2 y 1, equivalentes a un porcentaje de inhibicion de 35,
57.5y 87.5 %, respectivamente (Cuadro 7). Con el tratamiento Q2.5 + FHS se obtuvo un IS de

1, obteniendo el mayor porcentaje de inhibicion (94.5%) (Cuadro 7).

Con los resultados mostrados en este cuadro (Cuadro 7), se observa que con las desviaciones
estandar de un nimero de muestra de 7 (n=7), mayormente se demuestra que el porcentaje de la
respuesta antifangica debido al recubrimiento de quitosano con la FHS es mayor al 90%, sobre
todo con Q2.5 + FHS. Con este numero de repeticiones en ambos experimentos, se observo una

respuesta homogeénea de la respuesta antifungica.

En la figura 6 se demuestra el efecto antifingico en los frutos de cv. Hass inoculados con
C. gloeosporioides, recubiertos de quitosano solo o adicionado con la Cligo de la FHS, asi como
lo observado con los diferentes tratamientos control. Solo en los frutos no inoculados se observo
la inocuidad completa (1S 0) (Figura 6A) y en los que fueron inoculados sin recubrimiento de
quitosano (Figura 6B). Los sintomas fueron severos en todo el mesocarpio con un IS de 4
(Figura 6B), y los tratados con benomyl50 mostraron un IS de 2, indicativo de una efectividad
de inhibicion del 55% (Figura 6C), menor a la observada con quitosano al 2.5% con la Cligo de
la FHS, que fue del 94.5% (Figura 6K).

En frutos tratados con quitosano solo, se observaron valores de IS dependientes de la
concentracion del recubrimiento, con valores de IS de 4, 3, 2 'y 1, en frutos recubiertos con Q1,
QL.5, Q2 y Q2.5, respectivamente (Figura 6 D-G). Un IS de 3 fue obtenido para el tratamiento
con quitosano al 1% mas la FHS, con sintomas leves en todo el mesocarpio (35% de inhibicion)
(Figura 6H), mientras que para el Q1.5 + FHS el IS fue de 2 (57.5% de inhibicion) con
sintomatologia en la zona peduncular extendiéndose hasta la parte media del fruto, cerca del
endocarpio (Figura 61). Aunque con Q2 + FHS, el IS fue de 1, se presentaron sintomas
restringidos a la zona peduncular, considerando una infeccion del 12.5% (87.5% de inhibicién),
también los frutos recubiertos con Q2.5 + FHS presentaron un IS de 1, pero la infeccién solo
fue del 5.5%, ya que la infeccidon es muy leve en la zona cercana al pedunculo (Figura 6K). La
mayor actividad antifingica se obtuvo con el recubrimiento de quitosano al 2.5% solo o
adicionado con la Cligo de la FHS.
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Q1+FHS Q1.5+ FHS Q2+FHS Q2.5 + FHS

Figura 6. Frutos de aguacate cv. Hass almacenados 7 dias a 10°C y por 7 dias a 25°C, de los
tratamientos control (Control — sin esporas, Control con esporas y Control + con
esporas), con quitosano solo (Q1, Q1.5, Q2 y Q2.5) y quitosano adicionado con la
Cliode la FHS (Q1 + FHS, Q1.5 + FHS, Q2 + FHS y Q2.5 + FHS), inoculados con
esporas de C. gloeosporioides. Al final del almacenamiento (14 dias) (n=7).

Estos resultados demuestran que, la actividad antifungica del quitosano es potenciada con la
adicion de la FHS del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano, con la que se obtuvo la
mayor actividad antifingica con el tratamiento de Q2.5 + FHS. En otras investigaciones, se ha
reportado que el quitosano es un buen vehiculo para la adicion de diversos compuestos con
actividad bioldgica como antioxidante, antiflngica y para la preservacion de la calidad en frutos
poscosecha. Entre los compuestos de interés, se encuentran los derivados de plantas,
representando una alternativa viable para enriquecer recubrimientos comestibles (Barrera et al.,
2015; Anaya-Esparza et al., 2020).
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Recubrimientos comestibles de quitosano con almidén y aceite esencial de canela fueron
aplicados a fresa para evaluar la poblacién microbiana (mesoéfilos aerobios) durante 15 dias de
almacenamiento a 5°C. Todos los tratamientos redujeron significativamente la poblacién
microbiana con respecto al control, sin embargo, el tratamiento con Q2% con aceite esencial de
canela (AC) al 0.1%, redujo en mayor magnitud el crecimiento microbiano sin afectar la calidad
de los frutos después de 14 dias a 5°C, seguido del recubrimiento de Q1% + AC 0.1% con una
reduccion y vida de anaquel de 15 dias. Adicionalmente, lograron mantener el contenido de

fenoles totales y capacidad antioxidante (LOpez-Mata et al., 2012).

Recientemente, Garcia-Mateos et al. (2023) evaluaron el efecto antifungico de recubrimientos
de quitosano 1% con aceite esencial Citrus reticulata (0.5 %, 1.0 % y 1.5 %) en la inhibicién
del crecimiento del hongo C. gloeosporioides en frutos de papaya aplicado en etapa de
poscosecha. El recubrimiento mejord significativamente la vida de anaquel de la papaya y
disminuyd maés del 80% el dafio causado por antracnosis, ademas que retrasé el cambio de color
de la epidermis de la papaya, la pérdida de peso, firmeza y sélidos solubles totales en

comparacion con el control.

Coyotl-Pérez et al. (2022), evaluaron la actividad antifdngica in situ de recubrimientos de
quitosano adicionados con el aceite esencial de tomillo (AET) para la prevencion de pudricion
en frutos de aguacate cv. Hass por Clonostachys rosea, hongo emergente de este cultivo. Todos
los recubrimientos de quitosano adicionados con AET (0.4 %, 0.7 %, 1.0 % y 1.3%) mostraron
un efecto fungistatico in situ sobre C. rosea, sin embargo, los tratamientos con AET al 1.0% y
1.3% mostraron ser los mas efectivos para el control del hongo hasta por 30 dias. Asi mismo,
los recubrimientos retardaron la pigmentacion negra de los aguacates y presentaron propiedades
deseables para ser utilizado como envase alimenticio y buenas propiedades como baja
transmitancia y opacidad.

Bill et al. (2014), evaluaron la incidencia y gravedad (diametro de la lesion) de los
recubrimientos de quitosano (Q) y extracto de Aloe vera (AV) solos 0 en combinacion con aceite
esencial tomillo (AET) [3:1 v/v], tanto en tratamientos preventivos como curativos en frutos de
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aguacate cv. Hass sobre C. gloeosporioides. Los tratamientos preventivos de Q + AET,
redujeron significativamente la gravedad de la antracnosis (8.9 mm) provocada por C.
gloeosporioides en comparacion con el AET (12.7 mm), AV + AET (14 mm), Q (17.8 mm),
AV (20.6 mm), Procloraz (18.3 mm) y los frutos no tratados (34.8 mm). Mientras que, en los
tratamientos curativos, la combinacion Q + AET, también redujo la gravedad de la antracnosis
con una incidencia de 40% vy la severidad en al menos 4 mm en comparacion con los otros
tratamientos, indicando un efecto sinérgico entre los recubrimientos de quitosano y el aceite
esencial de tomillo para inhibir la incidencia de antracnosis. Los frutos tratados preventivamente
y curativamente con Procloraz redujeron la incidencia de la enfermedad en un 40% y 50%,

respectivamente.

Los resultados de la presente investigacion, demuestran que los recubrimientos de quitosano al
2.5% adicionados con la Cligo de la FHS en los frutos de aguacate cv. Hass, presentaron el mayor
porcentaje de inhibicion (94.5%) del crecimiento de C. gloeosporioides, con un IS de 1,
comprobando que la adicion de compuestos de origen vegetal, sobre todo con un alto contenido
de compuestos fenolicos, incrementan la inhibicion sobre el hongo, obteniendo un 19.5% mas

de efectividad que con el quitosano solo.

Pérdida de peso

El porcentaje de pérdida de peso, durante el almacenamiento por 7 dias a 10°C no presentd
diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo, al almacenarlos por 7 dias mas a
25°C, el porcentaje de pérdida de peso de los frutos, aumentd después del almacenamiento a
estas condiciones. La pérdida fisioldgica de peso de los frutos de aguacate increment6 a medida
que avanzé el tiempo poscosecha como consecuencia de la transpiracion de los frutos, sin
embargo, el porcentaje de pérdida de peso se redujo con la aplicacion de los recubrimientos en
comparacion con los controles, mostrando diferencias significativas en todos los tratamientos
(Figura 7). Los frutos recubiertos con Q 2.5 sin y con esporas perdieron un 4.15y 4.57 % de su
peso inicial, mientras que, los tratamientos con Q 2.5 + FHS sin y con esporas el porcentaje de
pérdida de peso fue menor, de 3.12 y 3.51 %, respectivamente. El control (agua estéril, sin
esporas) presentd un 4.81 % de pérdida de peso y el control - (agua - etanol, con esporas) y el
control + (Benomyl 50) un 7.11 y 5.96 % de pérdida de peso.
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Tomando en cuenta el factor de pérdida de peso, los frutos de aguacate Hass inoculados o sin
inocular con C. gloeosporioides del tratamiento Q 2.5 + FHS, fueron los que mostraron la menor
pérdida de peso, aunque con diferencias significativas entre sus valores. Los valores de este
tratamiento fueron los menores con los presentados en los deméas tratamientos, con alta

diferencia significativa, incluso con los controles (Figura 7).
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Figura 7. Porcentajes de pérdida de peso en los frutos de aguacate cv. Hass después de su
almacenamiento durante 7 dias a 10°C y 7 dias més a 25°C. Letras distintas indican
diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05, n=7, prueba de Tukey).

Pruebas de firmeza

Con respecto a la determinacion de firmeza en los frutos tratados, en general, los valores de este
parametro, disminuyeron después del almacenamiento por 7 dias a 10°C y 7 dias mas a 25°C
(Figura 8). En frutos recubiertos con Q 2.5 sin y con esporas se presentaron valores de firmeza
de 11.55y 9.91 kg/cm?, respectivamente, mientras que en los frutos del tratamiento Q2.5 + FHS
sin y con esporas, la firmeza fue de 16.56 y 14.83 kg/cm?, respectivamente. Al finalizar el
periodo de almacenamiento, los frutos del tratamiento control (agua estéril, sin esporas)
presentaron una firmeza de 5.54 kg/cm? y, los del control - (agua - etanol, con esporas) asi como

los del tratamiento control + (Benomyl 50), una firmeza de 2.26 y 4.12 kg/cm?, respectivamente.
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Figura 8. Valores de firmeza en frutos de aguacate cv. Hass después de su almacenamiento
durante 7 dias a 10°C y 7 dias mas a 25°C. Letras distintas indican diferencia
significativa entre los tratamientos (p<0.05, n=7, prueba de Tukey).

Los frutos recubiertos con quitosano solo o adicionado con la FHS, inoculados y sin inocular,
presentaron el menor porcentaje de pérdida de peso y una mayor firmeza en comparacién con
todos los demas tratamientos, siendo mas efectivos los recubrimientos de Q + FHS con una
pérdida de peso del 3.12 al 3.51 % y una firmeza comprendida entre 14.83 y 16.56 kg/cm?,
mientras que, con el tratamiento control - (agua - etanol, con esporas), los frutos presentaron un
7.11 % de pérdida de peso y una firmeza de 2.26 kg/cm? al finalizar el periodo de

almacenamiento.

Las frutas y hortalizas estdn expuestos a un deterioro progresivo una vez cosechados,
ocasionado por factores como procesos fisioldgicos y bioquimicos, por el manejo, transporte y
almacenamiento, asi como, por la interaccion con fitopatdgenos causantes de enfermedades.
Dentro de los parametros utilizados para determinar la calidad en productos hortofruticolas, la
pérdida de peso y firmeza son ampliamente utilizados para la evaluacion poscosecha de estos
alimentos; y, durante los procesos fisioldgicos de respiracion y transpiracién los frutos sufren la
maxima pérdida de peso y firmeza, ademés de otras afectaciones directas sobre la calidad del
fruto como pérdida de brillo, turgencia y valor nutricional, al mismo tiempo, estos parametros
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de calidad son de suma importancia pues afectan la comercializacion de los frutos, ya que, de
estos depende su aceptabilidad por parte del consumidor (Bill et al., 2014; Bello-Lara et al.,
2016; Garcia-Figueroa et al., 2019; Anaya-Esparza et al., 2020; Gonzalez-Chavarro et al.,
2021).

Una alternativa para mantener la calidad poscosecha de frutas y vegetales es mediante la
aplicacion de recubrimientos comestibles. Varios autores han informado sobre el efecto de los
recubrimientos comestibles a base de quitosano para impedir la pérdida de peso y firmeza y
mantener la calidad general de diferentes frutos, como lo reporta Uscocovich-Alvarez et al.
(2023) con la aplicacién de recubrimientos de quitosano (0.75, 1.0, 1.25 y 1.5 %) para
determinar la calidad en banano poscosecha. Los recubrimientos con los diferentes porcentajes
de quitosano retrasaron la maduracion del banano, mostrando un mayor efecto con mayores
porcentajes de quitosano, por lo que, las caracteristicas de calidad se vieron influenciadas
favorablemente con las concentraciones de quitosano mas altas (1 y 1.5 %), siendo el mejor
tratamiento con quitosano 1.5 %, observando una firmeza deseable en los frutos y los menores

valores de sélidos solubles totales y porcentajes de pérdida de peso.

La adicion de extractos vegetales a los recubrimientos de quitosano, ademas de mejorar la
calidad general de los frutos otorga una proteccion extra contra hongos fitopatégenos causantes
de enfermedades en frutos poscosecha. Chen et al. (2019) evaluaron el efecto de un
recubrimiento comestible de quitosano incorporado con el extracto de frutos de Ficus
hirta VVahl. en mandarinas xinyu durante el almacenamiento en frio a 5 °C. El extracto de frutos
de Ficus hirta demostro su eficacia in vivo en el control del moho azul causado por Penicillium
italicum y, el recubrimiento compuesto retraso el proceso de senescencia de la fruta y mejord
las caracteristicas de calidad poscosecha, prolongando la vida util de los frutos, al exhibir la
mayor reduccion del contenido de sélidos solubles totales, acidez titulable y &cido ascérbico al
reducir la tasa de descomposicién de la fruta, la pérdida de peso, tasa de respiracion y el
contenido de malondialdehido durante el almacenamiento en frio a 5 °C. Ademas, el
recubrimiento con el extracto aumento significativamente la actividad enzimatica protectora de
los frutos (superdxido dismutasa, peroxidasay fenilalanina amonio-liasa), reduciendo asi el
estrés oxidativo y retrasando la peroxidacion lipidica a las membranas. De igual forma, frutos
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de granada fueron recubiertos con quitosano 1 % y aceite esencial de limoncillo (1.5, 3, 6 % v/v)
para evaluar su efecto antifingico sobre B. cinerea y Penicillium spp., los resultados indicaron
que la incorporacidn del aceite esencial de tomillo (1.5 y 3.0 %) en estos recubrimientos redujo
la severidad de descomposicion de la fruta causada por los hongos evaluados en comparacion
con los frutos sin aceite esencial de limoncillo y frutos sin recubrimiento, después de 10 dias de
almacenamiento a 22°C, siendo B. cinerea mas sensible que Penicilliumspp. a los

recubrimientos bioactivos (Kawhena et al., 2021).

En los frutos, la pérdida de firmeza se puede atribuir a la degradacion de los componentes de la
pared celular, principalmente pectinas, debido a la accion de enzimas especificas propias de la
maduracion y senescencia como la pectinesterasa y la poligalacturonasa (Marquez et al., 2009;
Bello-Lara et al., 2016). Los recubrimientos comestibles proporcionan una barrera
semipermeable al intercambio de gases, reduciendo la disponibilidad de Oz e incrementando el
CO,, creando una atmdsfera modificada entre el fruto y recubrimiento que reduce la velocidad
de respiracion y produccion de etileno conduciendo a una menor deshidratacion, dafios en su
apariencia, pérdida de peso y firmeza, similar a lo observado en la presente investigacion con
los recubrimientos de quitosano adicionados con la FHS, donde la incorporacion de la FHS
promovié una mejora en la calidad poscosecha de los frutos y una proteccion frente a C.
gloeosporioides causante de antracnosis en aguacate cv. Hass (Anaya-Esparza, et al., 2020;
Salvador et al., 2003).

Conclusiones

Se confirmoé la patogenicidad de C. gloeosporioides en los frutos de aguacate cv. Hass, y se

determind un 6ptimo nivel de infeccion con un indculo de 1x10° esporas/mL.

Los recubrimientos con las diferentes concentraciones de quitosano en frutos de aguacate cv.
Hass, aunque mostraron un efecto antifangico, la mayor actividad se obtuvo con 2.5% (Q2.5),
la cual fue potenciada con la adicion de Cligo de la FHS (Q2.5 + FHS), obteniendo un incremento

en el porcentaje de inhibicion y el valor mas bajo de IS.
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Los frutos recubiertos con el tratamiento de quitosano 2.5 % con la FHS tuvieron un menor
porcentaje de pérdida de peso y una mayor firmeza, en comparacién con los controles, después
de 14 dias post-inoculacion de C. gloeosporioides (7 dias a 10°C mas 7 dias a 25°C), lo que

condujo a una mejora en la calidad poscosecha de los frutos de aguacate cv. Hass.

61



8. DISCUSION GENERAL

Actividad antifungica in vitro de la FHS

Los extractos de origen vegetal han sido de interés para su estudio debido a que poseen diversas
actividades bioldgicas, entre ellas, se encuentra la actividad antifingica como una alternativa
para el manejo de enfermedades en plantas causadas por hongos, que se ha atribuido a la
presencia de metabolitos secundarios como terpenos y compuestos fenolicos con mecanismos

de accidn variable (Carvajal-Tesorero et al., 2013; Tucuch-Pérez et al., 2021).

La fraccion hidrosoluble obtenida del aceite de semillas de aguacate nativo mexicano (FHS)
demostro tener actividad antifungica in vitro y ser efectiva para el control del hongo
fitopatogeno C. gloeosporioides, causante de la antracnosis en frutos de aguacate cv. Hass. Esta
actividad antifangica fue dependiente y proporcional al incremento de la concentracion utilizada
(0.01, 0.025, 0.05, 0.075 y 0.10 mg/mL), inhibiendo en un 100 % el crecimiento micelial del
hongo en estudio, con la concentracion mas alta (0.10 mg/mL) sin mostrar diferencias
significativas comparado con el control positivo (Benomyl 50, 10 mg/mL) y con valores
calculados de Clsg y Cligo de 0.055 y 0.107 mg/mL, respectivamente (Figura 3A, B, C).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran que la FHS tiene un alto
potencial antifingico ya que, se logré la inhibicion completa de C. gloeosporioides con
concentraciones mucho menores en comparacion con el fungicida sintético utilizado como
control positivo, asi como de otros extractos derivados de plantas, de acuerdo a reportes en
investigaciones recientes, como lo reportado por Rodriguez-Pedroso et al. (2012), quienes
evaluaron el efecto antifungico in vitro de un extracto hidroalcohdlico al 30 % y un extracto
acuoso de Acacia farnesiana sobre el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Después de
216 h de incubacidn, los extractos inhibieron en un 99.0 y 98.2 % el crecimiento micelial del
hongo en estudio con el extracto hidroalcoholico al 30 % y el extracto acuoso, respectivamente.
De igual forma, Gonzélez-Alvarez et al. (2015), evaluaron la actividad antifungica de un
extracto acuoso y otro extracto etandlico de Agave scabra sobre el crecimiento in vitro
de Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Mucor sp., Fusarium sp. y Penicillium sp., mediante dos
técnicas: la técnica del pozo en agar y la técnica de dilucion del extracto en agar. Mediante el
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método de pozo en agar, el hongo Mucor sp., fue mas susceptible tanto al extracto acuoso como
al extracto etanolico de Agave scabra, presentando los mayores halos de inhibicion de 19.7 mm
y 29.7 mm, respectivamente. Por otro lado, con la técnica de dilucion del extracto en agar, el
extracto acuoso presento el mayor porcentaje de inhibicion sobre Penicilliumsp. y con el
extracto etandlico sobre B. cinerea, con un 28.33 % y 90.0 %, respectivamente. También, las
concentraciones obtenidas con el mayor efecto antifingico de la FHS, en esta investigacion, son
menores o similares a las reportadas por Masangwa et al. (2013), quienes evaluaron la actividad
antifangica in vitro de extractos de acetona, acetato de etilo y acuoso provenientes de diferentes
plantas (Ipomoea batatas, Carica papaya, Allium sativum, Syzygium cordatum, Chlorophytum
comosum y Agapanthus caulescens) contra Colletotrichum lindemuthianum y Colletotrichum
dematium, mediante las técnicas de disco en agar y doble dilucion en microtitulacion. Los
resultados demostraron que los extractos acuosos de C. papayay S. cordatum fueron activos
contra C. lindemuthianum y tuvieron concentraciones minimas inhibitorias de 1.56 mg/mL, asi
mismo, los extractos acuosos de S. cordatum, A. sativum y C. comosum también mostraron
actividad contra C. dematium, con concentraciones minimas inhibitorias de 3.13, 6.25y 12.5
mg/mL, respectivamente. Mientras que, las concentraciones minimas inhibitorias de los
extractos de acetona de A. sativum, S. cordatum y A. caulescens fueron de 0.78, 3.13 y 6.25
mg/mL, respectivamente, contra C. lindemuthianum, y de 0.78, 6.25 y 3.13 mg/mL contra C.

dematium.

Actividad antiftngica in vitro quitosano

La actividad antifungica in vitro del quitosano fue evaluada utilizando diferentes porcentajes
(1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 %) sobre el crecimiento micelial de C. gloeosporioides con el propésito de
determinar la de mayor actividad antifungica. Con los resultados, se demostro que, solo las
concentraciones mas altas presentaron actividad antifungica (2 y 2.5 %) y las concentraciones
menores a estas, no presentaron actividad antifingica. La inhibicion total (100 %) del
crecimiento micelial se logré Gnicamente con quitosano 2 %, mientras que, con la concentracion
de 2.5 % la inhibicion fue unicamente del 34.4 % (Figura 4).

Los resultados obtenidos en la presente investigacién concuerdan con investigaciones donde

demuestran la actividad antiflngica in vitro del quitosano con concentraciones que van desde
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0.1 hasta 3.0 % contra diferentes patdgenos como Pyricularia grisea Sacc, Rhizopus stolonifer,
Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Mucor spp. (Hernandez-Lauzardo
et al., 2008; Echevarria-Hernandez et al., 2012; El-Araby et al., 2024), no obstante, cabe
destacar que, en otras investigaciones, la actividad antifungica del quitosano ha demostrado
incrementar conforme se aumenta la concentracién de este biopolimero, sin embargo, aunque el
quitosano posee actividad antifingica, esta depende de varios factores como la concentracion,
grado de desacetilacion y polimerizacion, patrén de acetilacion, peso molecular, solubilidad,
densidad de carga positiva y capacidad quelante, presencia de cationes metalicos,
microorganismo objetivo (especie, fase de desarrollo y composicion de la membrana celular de
los hongos), pH, temperatura y tiempo, por lo que, estos factores pudieron haber interferido en
la evaluacion de la actividad antifungica in vitro del quitosano al 2.5 % (Confederat et al., 2021;
Poznanski et al., 2023; El-Araby et al., 2024).

Se ha reportado que el quitosano es efectivo en la inhibicion de la germinacion de esporas, sobre
la elongacion del tubo germinativo y en el crecimiento micelial radial de hongos relacionados
con el deterioro de alimentos y plantas. Para estos, en presencia de quitosano, se activan varios
procesos bioldgicos en el tejido vegetal, induciendo quitinasas con accion sobre micoparasitos
bioétrofos y necrotroficos, hongos entomopatégenos y hongos micorrizicos arbusculares
vesiculares (Onaran et al., 2021; Poznanski et al., 2023; EI-Araby et al., 2024).

El mecanismo antifingico del quitosano involucra la morfogénesis de la pared celular con
moléculas de quitosano que interfieren directamente con el crecimiento de los hongos, esta
actividad antifangica reside principalmente en las interacciones electrostaticas entre la carga
positiva del quitosano y las paredes celulares de los hongos cargadas negativamente,
conduciendo a un cambio en la permeabilidad y fuga de solutos al exterior de las células
(proteinas y otros constituyentes intracelulares), lo anterior impide el metabolismo celular
normal y la posterior muerte celular. Ademas, por medio de observacion microscopica se ha
informado que los oligdbmeros del quitosano se difunden hacia el interior de las hifas,
interfiriendo en la actividad enzimatica responsable del crecimiento del hongo (Confederat et
al., 2021; El-Araby et al., 2024). En diferentes investigaciones, se ha evaluado la actividad
antifangica in vitro del quitosano sobre hongos fitopatdgenos.
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Lopez-Mora et al. (2013), evaluaron la actividad antifingica in vitro de diferentes
concentraciones de quitosano (0.05, 0.1, 0.5y 1.0 %) sobre el crecimiento micelial, esporulacién
y germinacion de A. alternata. Los resultados demostraron que la concentracion de quitosano
1.0 % fue la mas efectiva, reduciendo el crecimiento micelial hasta en un 70 %, presentando la
menor esporulacion en comparacion con los demas tratamientos y el control y también, se
inhibié completamente la germinacion de conidios, ademas, en la micrografia electronica de
transmision en el micelio y conidios tratados con quitosano se observd una intensa y amplia
vacuolizacion en estas estructuras y ruptura de la membrana celular originando la salida de
material citoplasmatico. La actividad antifingica de diferentes concentraciones de quitosano
(0.05, 0.1, 0.5, 1.0 y 1.5 %) fue evaluada en el control in vitro de Penicillium citrinum sobre el
crecimiento micelial y germinacion de esporas. La aplicacion de quitosano resulto efectiva en
la inhibicion del crecimiento micelial (100 %) con las concentraciones de quitosano de 1.0y 1.5
%, sin diferencias significativas entre ambos tratamientos y la germinacion de esporas fue

totalmente inhibida con quitosano al 0.5, 1.0 y 1.5 % (Gonzalez-Estrada et al., 2020).

De igual forma Lira-Saldivar et al. (2006), evaluaron el efecto antifungico in vitro de dos dosis
de quitosano (1000 y 2000 pl/L) en medio PDA contra Botrytis cinerea, Colletotrichum
coccodes y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Los resultados indican que las dos
concentraciones de quitosano fueron efectivas para inhibir el crecimiento micelial de B. cinerea
en un 98.3 y 100 % sin diferencias significativas entre ambos tratamientos y para C. coccodes
la inhibicion total del crecimiento micelial se obtuvo con la concentracion de quitosano de 2000
ul/L, mientras que, para F. oxysporum se tuvo cierto efecto antifingico con las dos
concentraciones de quitosano utilizadas. Con respecto a la esporulacion, las dos concentraciones
de quitosano utilizadas inhibieron completamente la esporulacién de B. cinerea y, en C.

coccodes solo se inhibio el 100% con la concentracion de quitosano a 2000 pl/L.

Acidos fenolicos y flavonoides totales en FHS

Con la evaluacion del contenido total de acidos fenolicos y flavonoides presente en la fraccion
hidrosoluble fue evaluada, se obtuvieron valores de 104.04 mg Eq. Acido gélico/g ES y 0.006
mg Eqg. Quercetina/g ES, resultados que sugieren que los acidos fendlicos son lo mayormente
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responsables de la actividad antifingica obtenida en los ensayos in vitro sobre C.
gloeosporioides en esta investigacion. Ademas, se ha reportado que los extractos vegetales son
fuente de metabolitos secundarios con actividad antifingica que han sido estudiados como una
alternativa al uso de fungicidas quimicos para el control diversos hongos fitopatdgenos como
Fusarium graminearum, Alternaria alternata, Alternaria tenuissima, Penicillium digitatum,
Aspergillus niger, Penicillium polonicum, Rhizopus stolonifer y Rhizopus oryzae, debido a que
este tipo de extractos poseen compuestos con actividad biolégica como el grupo de los
compuestos fenolicos. Algunos de los compuestos fendlicos encontrados en extractos de
diversas fuentes vegetales incluyen: tangeretina, naringina, hesperidina, sinensetina, nobiletina,
acido nordihidroguayarético (ANDG), quercetina, kaempferol y acido clorogénico, entre otros,
capaces de inhibir el desarrollo y proliferacion de fitopatégenos (Cortés-Rivera et al., 2021;
Ledn-Duran et al., 2021).

Aunqgue son pocos los estudios en extractos de aguacate para determinar la actividad antifingica,
en algunas investigaciones se ha demostrado el efecto de esta actividad por el contenido fendlico
y de flavonoides, como lo reportado por Salazar-Garcia et al. (2016), quienes evaluaron el
contenido de compuestos fenodlicos totales en extractos de céascara de aguacate cv. Hass
cultivados bajo diferentes manejos de agua (con y sin riego) y cobertura del fruto (cubiertos y
descubiertos). Los resultados del contenido fendlico total indicaron que el manejo de agua no
afecto la concentracion de compuestos fenoélicos totales en los extractos de cascara de aguacate
con valores de 6.10 y 6.42 mg equivalentes de acido galico/g cascara en frutos descubiertos vy,
3.64 y 3.72 mg equivalentes de &cido galico/g céscara en extractos de cascara de aguacate de
frutos cubiertos. Por otro lado, el grado de exposicion solar en frutos descubiertos presentaron
la mayor concentracion de compuestos fendlicos en comparacion con los frutos cubiertos,
concluyendo que, el manejo de agua en huertos de aguacate Hass no modificé el contenido de
compuestos fendlicos. Sin embargo, el grado de exposicion a la radiacion solar si afecto el
contenido fendlico, presentando el mayor contenido fendlico en extractos de cascara de aguacate
expuestos a la radiacion solar, comparados con los extractos de cascara de aguacate sometidos
a estrés por falta de luz. De igual forma, Wang et al. (2010), determinaron el contenido fendlico
total en semillas, cascaras y pulpa de aguacate de seis diferentes cultivares (Booth 7, Booth 8,
Chogquette, Loretta, Simmonds y Tonnage), una variedad de aguacate con la marca registrada
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“Slimcado,” provenientes de frutos maduros de Florida y aguacate Hass mexicano para la
comparacion del contenido fenolico. Para todos los cultivares evaluados, las semillas
presentaron el mayor contenido fenolico, mientras que la pulpa tuvo los valores mas bajos. El
contenido fendlico total en las semillas oscilé entre 19.2 y 51.6 mg de equivalentes de acido
galico/g en funcion del peso fresco, siendo en aguacate Hass el de mayor contenido, con 51.6
mg de equivalentes de acido galico/g. El extracto metanolico de semilla de aguacate Hass fue
evaluado por Pacheco-Coello et al. (2020) para determinar el contenido de compuestos fendlicos
totales y flavonoides. El analisis arrojé una concentracion de fenoles totales de 53.12 mg de
equivalentes de acido galico/g de material vegetal y flavonoides de 38.22 mg de equivalentes
de catequina/g de material vegetal.

El contenido de compuestos fenolicos de la fraccion hidrosoluble de semillas de aguacate nativo
mexicano (104.04 mg Eq. Acido galico/g ES) obtenido en la presente investigacion es mayor
en comparacion con lo reportado para el cultivar Hass, aunque cabe destacar que los reportes de
contenido fendlico total en aguacate generalmente son referidos al cultivar Hass, debido a que

es el de mayor importancia econémica.

En esta investigacion, se propone darle un uso a las semillas de aguacate nativo mexicano debido
al contenido de este tipo de metabolitos, por su actividad bioldgica aplicable en diferentes areas
como el sector farmacéutico, agroquimico, alimentario y médico y, debido a lo reportado, los
resultados de la presente investigacion son de los mas completos en cuanto al estudio del
contenido de fenoles y flavonoides, a su relacion con la actividad antifingica, de un extracto

acuoso proveniente de las semillas de Persea americana var. drymifolia.

Pruebas in vitro de patogenicidad

Frutos de aguacate cv. Hass fueron inoculados artificialmente con 1x10° esporas/mL de C.
gloeosporioides, y con ello se confirmé la patogenicidad del hongo para provocar la infeccién
caracteristica de este fitopatdgeno, el cual es el responsable de la antracnosis, enfermedad que
afecta a diversos cultivos entre ellos aguacate, fresa, mango, guayaba, papaya y citricos
(Rodriguez-Lépez et al., 2013). Los frutos tratados con el control — (agua estéril, sin esporas)
no presentaron sintomatologia causada por este fitopatdgeno, demostrando la inocuidad de los
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frutos utilizados en el ensayo, mientras que en los frutos del control + (benomyl50, 10 mg/mL),
los frutos mostraron sintomas iniciales de la enfermedad en menor severidad en comparacion

con los frutos tratados con esporas (Figura 5A, B C).

Actividad antifungica de recubrimientos de quitosano adicionado con la FHS y su efecto
sobre las propiedades de pérdida de peso y firmeza en frutos de aguacate cv. Hass
recubiertos

En la presente investigacion se evalud la efectividad antifingica de recubrimientos de quitosano
sin 'y con la Cligo de la fraccién hidrosoluble de semilla de aguacate nativo mexicano sobre C.
gloeosporioides, asi como los atributos de calidad como pérdida de peso y firmeza en frutos de

aguacate recubiertos.

Los frutos recubiertos con quitosano solo (1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 %) presentaron actividad
antifangica sobre C. gloeosporioides en funcion del porcentaje de quitosano utilizado,
obteniendo el mayor porcentaje de inhibicién con 75 % con quitosano al 2.5 %. Los frutos
recubiertos con quitosano (1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 %) adicionados con la Clio de la FHS
incrementaron el efecto antifingico con los recubrimientos compuestos con valores de
inhibicion de C. gloeosporioides que abarcan desde 35 a 94.5 %, siendo el mas efectivo el
recubrimiento compuesto por Q2.5 % + FHS. EIl control + (Benomyl50, 10 mg/mL) inhibio
solamente el 55 % del desarrollo fungico de C. gloeosporioides. En comparacion con el control
+ (Benomyl50, 10 mg/mL) y los recubrimientos de quitosano solo o adicionado con la FHS, el
tratamiento mas efectivo fue el recubrimiento compuesto por Q2.5 % + FHS con una inhibicion
sobre esporas de C. gloeosporioides del 94.5 % y un indice de severidad de 1 (Cuadro 7, Figura
6).

Correspondiente a la evaluacion de pérdida de peso y firmeza en frutos recubiertos tanto con
quitosano solo como con el adicionado con la FHS se observé que los recubrimientos de
quitosano inoculados o sin inocular con esporas de C. gloeosporioides propiciaron una menor
pérdida de peso y firmeza en comparacién con el control sin recubrimiento. Los porcentajes de
pérdida de peso para quitosano solo en sus diferentes concentraciones estuvieron en un rango

de 3.12 a 4.57, registrandose los menores porcentajes de pérdida de peso con Q2.5 + FHS sin
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inocular y Q2.5 + FHS inoculados con valores de 3.12 y 3.51 %, respectivamente (Figura 7).
Por otro lado, el mayor porcentaje de pérdida de peso (7.11) se registrd con el control — (agua
estéril — etanol, con esporas). En cuanto a la firmeza de los frutos tratados con recubrimientos
de quitosano, el recubrimiento al reducir la pérdida de peso también ayudo a mantener la firmeza
de los frutos por més tiempo en comparacién con el control, teniendo la mejor respuesta con los
tratamientos con Q2.5 + FHS sin inocular y Q2.5 + FHS inoculados y con valores de firmeza

de 16.56 y 14.83, respectivamente (Figura 8).

Las frutas y hortalizas son productos perecederos, susceptibles al ataque de fitopatdgenos tanto
en pre como en poscosecha y, el deterioro de los frutos a causa de hongos fitopatdgenos puede
provocar grandes pérdidas en la produccion de estos alimentos, considerandose como un factor
que limita la exportacion de frutos debido al deterioro de su calidad (Gutiérrez-Alonso et al.,
2002; Trigos et al., 2008).

El cultivo de aguacate es de gran importancia nutricional y economica para México, siendo este,
el principal productor y exportador de aguacate a nivel mundial, sin embargo, la antracnosis
representa uno de los problemas fitosanitarios més alarmantes en este cultivo, debido a que es
una enfermedad de amplia distribucion en las huertas, ocasionando dafios principalmente a los
frutos, mermando su calidad. Esta enfermedad es causada por el hongo C. gloeosporioides y se
caracteriza por el hundimiento necrosado del tejido donde se producen grandes cantidades de
esporas formando masas compactas de color salmén, naranja o rosadas, afectando diferentes
organos vegetales de la planta, asi como en distintas etapas de fenoldgicas del cultivo v,
prevaleciendo durante temporadas lluviosas y alta humedad relativa (> 80 %). Durante la
infeccion por C. gloeosporioides, el hongo puede permanecer en estado quiescente, es decir,
que su infeccién se puede originar desde etapas en precosecha y manifestar sus sintomas en
poscosecha, una vez que el fruto ha madurado (Tapia-Rodriguez et al., 2020; Paez-Redondo et
al., 2022).

Actualmente el control de esta enfermedad se realiza mediante el uso de fungicidas sintéticos
como axozystrobin, oxicloruro de cobre, piraclostrobina, tiabendazol y sulfato de cobre, entre

otros, sin embargo, el uso indiscriminado de estos compuestos quimicos ha causado la
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preocupacion de los consumidores y la exigencia de productos libres de fungicidas, que aunque,
si bien si son eficaces, su uso continuo durante varios afios ha alterado el control natural y
provocado brotes de enfermedades, efectos indeseables en organismos no objetivo, generando
resistencia en los organismos a tratar y problemas ambientales y de salud humana. Por lo que se
han explorado alternativas al uso de fungicidas, entre ellas han surgido los recubrimientos
comestibles, siendo el quitosano el biopolimero mas estudiado y con mejores efectos benéficos,
ademas, estos recubrimientos comestibles se han funcionalizado con extractos vegetales con el
fin de mejorar la apariencia y atributos de calidad como color, firmeza, dulzor y acidez, asi como
retardar procesos fisiologicos propios de las frutas y vegetales y el deterioro causando por
hongos (Solano-Doblado et al., 2018; Anaya-Esparza et al., 2020; Torres et al., 2022).

Recubrimientos de quitosano incorporados con extractos de plantas (B. pilosa, L. javanica, S.
cordatum y X. caffra) fueron evaluados sobre la calidad poscosecha y estabilidad de
almacenamiento de maracuyd morado (Passiflora edulis var. Ester). Estos recubrimientos
redujeron el marchitamiento y mantuvieron la calidad de maracuya morado, reduciendo la
pérdida de peso, firmeza y tasa de respiracion, asi como cambios menores de color (Nxumalo y
Fawole, 2022). De igual forma, Nga y Bac, (2021), formularon un recubrimiento de quitosano
al 0.5 % combinado con 0.3 % de gel de aloe veray 0.2 % de extracto de hoja de papaya, el cual
fue eficaz para mantener la calidad poscosecha y minimizar el deterioro de mango (Mangifera
indica) infectado con esporas de C. gloeosporioides almacenados durante 12 dias a temperatura
ambiente. El recubrimiento redujo la tasa de respiracion y pérdida de peso, retraso el cambio de
color, conservo la firmeza, mantuvo un alto contenido de vitamina C, al mismo tiempo que

retrasd y redujo la incidencia de pudricién durante el almacenamiento del mango.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran el efecto antifingico de los
recubrimientos de quitosano adicionados con la fraccion hidrosoluble de semilla de aguacate
nativo mexicano, aplicado a un modelo in vivo de aguacate cv. Hass, donde mediante la
aplicacion de los recubrimientos en este modelo de estudio, se logro disminuir la severidad de
la enfermedad en frutos inoculados artificialmente con esporas de C. gloeosporioides. Ademas,
en los frutos tratados con estos recubrimientos, se disminuyd el porcentaje de pérdida de peso
causado por los procesos fisioldgicos de transpiracion y respiracion en los frutos, con esta
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reduccidn, se presentdé un mejor comportamiento poscosecha, manteniendo la firmeza de los
frutos de aguacate cv. Hass por mas tiempo en comparacién con los frutos de los otros

tratamientos.

Lo anterior se traduce en una mejora significativa en el mantenimiento poscosecha de los frutos
de aguacate cv. Hass, por lo que en la presente investigacion se confirma la efectividad
antifangica de recubrimientos de quitosano, la cual fue potenciada con la adicion de la FHS
(fraccion hidrosoluble del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano), por lo que se presenta
como una alternativa eficaz para el control de C. gloeosporioides durante el almacenamiento o

vida de anaquel en frutos de aguacate cv. Hass.
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9. CONCLUSIONES

Se demostro la actividad antifingica in vitro de la fraccion hidrosoluble del aceite de semilla de
aguacate nativo mexicano (FHS), asi como del quitosano contra C. gloeosporioides. Se
establecio la concentracidon inhibitoria total de la fraccion hidrosoluble (Cl100=0.107 mg/mL) y

el porcentaje de mayor efectividad del quitosano (2 %).

La solucion FHS present6 un alto contenido de acidos fendlicos totales (104.04 mg Eq. Acido
Galico/g ES) en comparacion al de flavonoides totales (0.006 mg Eq. Quercetina/g ES).

Se confirmd la patogenicidad del hongo C. gloeosporioides en frutos de aguacate cv. Hass
inoculados con esporas, estableciéndose un indculo del 1x10° esporas/mL, lo que causé la
sintomatologia de la infeccién en los frutos (antracnosis).

En los frutos de aguacate cv. Hass, recubiertos con quitosano solo o con la adicion de la FHS
(Clioo), se demostrd actividad antifangica sobre C. gloeosporioides, observando el mayor
porcentaje de inhibicidn (94.5%) y menor indice de severidad (1S=1) en los frutos tratados con
2.5% de quitosano con la FHS. Los frutos recubiertos con este tratamiento mostraron el

porcentaje menor de pérdida de peso, manteniendo los valores de firmeza mas altos.
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