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RESUMEN:

El quitosano tiene importancia en agricultura debido a sus propiedades antimicrobianas, a su abundancia en la naturaleza y su
no toxicidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antifungica de nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de
quitosano con extracto de arandano iz vitro contra Colletotrichum fragariae e in situ en fresas almacenadas a temperaturade 5°Cya
temperaturaambiente. El ensayo i vitro se realizo por el método de dilucién en agar, se determino el crecimieno micelial y se uso un
disefio estadistico completamente al azar. El efecto de las nanoparticulas sobre frutos de fresa almacenadas se evaluo sobre variables
fisiologicas (respiracion, perdida de peso, fenoles) y de calidad (color, firmeza, acidez y SST) bajo un disefio completamente al azar
con arreglo factorial.

Para la infeccién (incidencia y severidad ) se aplico un disefio estadistico completamente al azar. I vitro ambas nanoparticulas
llegaron aproximadamente hasta el 100% de inibicion del crecimiento miceliar. En ambas temperaturas las nanoparticulas no
influyeron sobre la mayoria de las variables, pero subieron la respiracion en el caso de la temperatura de 5°C, adelant6 la maduracion
y el desarollo de la infeccién. A temperatura ambiente las nanoparticulas bajaron la infeccién. La temperatura de almacenamiento
porlo tanto puede influir sobre el efecto de las nanoparticulas. Palabras claves adicionales: fungico, nanoparticulas, Colletotrichum
fragariae, extractos botanicos Antifungal potential of chitosan nanoparticles and cranberry extract against Colletotrichum
fragariae in Strawberry.

PALABRAS CLAVE: fungico, nanoparticulas, Colletotrichum fragariae , extractos botdnicos.

ABSTRACT:

Chitosan is important in agriculture because its antimicrobial properties, its abundance in nature, and its non-toxicity. Antifungal
capacity of chitosan nanoparticles and chitosan nanoparticles with cranberry extract against Colletotrichum fragariae were
evaluated iz vitro and in situ on strawberries stored at 5°C and at room temperature. The iz vitro assay was performed by the
agar dilution method, mycelial growth was determined and a completely randomized statistical design was used. The physiological
(breathing, weight loss, phenols), quality (color, firmness, acidity and SST) were evaluated under a completely randomized design
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with factorial arrangement and for infection (incidence and severity) was applied a statistical design completely random. I
vitro both nanoparticles reached approximately 100% of grow mycelial inhibition. In strawberries at both temperatures the
nanoparticles not influenced on most parameters, but increased respiration at temperature of 5 °C, advanced maturation and
development of the infection . While in treated strawberries at room temperature the infection was lower than control. The storage
temperature can therefore influence on the effect of the nanoparticles.

KEYWORDS: Postharvest, fungal development, nanoparticles, Colletotrichum fragariae , botanic extracts.

INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa Duchesne) es un fruto perecedero que se caracteriza por sus altas tasas
de respiracion y elevada actividad metabdlica, condiciones que limitan su vida de anaquel y propician el
desarrollo de hongos fitopatégenos. La Antracnosis, causada por Colletotrichum acutatum, Colletotrichum
fragariae'y Colletotrichum gloeosporioides, es una de las mayores enfermedades fungicas de la fresa que causa
graves pérdidas en pre y postcosecha (Howard et al., 1992 y Xie et al,, 2010). La estrategia convencional
para el control de antracnosis en la etapa precosecha y postcosecha de diversos productos hortofruticolas se
basa sobre el uso de fungicidas de sintesis (Siddiqui y Ali, 2014) los cuales causan resistencia en los hongos
(Romanazziy Feliziani, 2016). Otras estrategias de control incluyen el uso de compuestos naturales amigables
con el medio ambiente y de baja toxicidad.

En este sentido, el uso de sustancias naturales como el quitosano (polimero de la glucosamina y N-
acetilo glucosamina), extractos vegetales y aceites esenciales, representan una alternativa importante para el
control de hongos fitopatogenos (Bautista-Bafios et al., 2003; Romanazzi, 2010; Romanazzi et al., 2013). EI
quitosano es una de las alternativas mas viables para la formulacién de cubiertas o nanoparticulas, debido a su
biocompatibilidad, actividad bioldgica y biodegradabilidad. Se ha reportado que las aplicaciones de quitosano
en etapa precosecha de la fresa, disminuyen las perdidas en postcosecha (Feliziani et al., 2015). Su efecto
se debe a que el quitosano es una macromolécula policatidnica derivada de los grupos amino por lo que
puede reaccionar con proteinas, lipidos y material genético; el grado de reaccién depende de su estructura
cristalina, grado de acetilacion y peso molecular (Lizardi-Mendosa et al., 2016). Ademas, la biodegradabilidad
y la no toxicidad del quitosano (Carlson, 2008; Salzar-Leyva et al., 2014) permite su uso en el control de
enfermedades postcosecha de varias frutas y hortalizas. El quitosano puede aplicarse de manera aislada o en
combinacién con aceites esenciales y extractos vegetales, cuya composicion incluye sustancias activas, como
terpenoides, esteres, aldehidos y compuestos fenolicos, que tienen propiedades antibacteriales y antifungicas
(Sotelo-Boyésetal.,,2015). Ermis etal., (2015) demostraron la actividad antifungica de extractos de arandano
sobre hongos xeréfilos y no xeréfilos. Mordn Mejia (2016) reporto la inhibicién del crecimiento micelial (83
%) de Alternaria alternata con nanoparticulas de quitosano combinadas con extracto etandlico de ardndano.

El quitosano es una alternativa para la formulacién de nanoparticulas de manera aislada o en combinacién
con extractos o aceites vegetales. Las nanoparticulas, debido a su tamano tienen una elevada superficie de
contacto, que les permite ser altamente reactivas y les confiere elevada capacidad antifungica y antibacteriana
(Sotelo-Boyis et al., 2015). Se ha demostrado iz vitro que las nanoparticulas de quitosano disminuyeron el
crecimiento micelial de Rbizopus sp. Colletotrichum capsici, Colletotrichum gloeosporioides y Aspergillus niger
(Chookhongkha et al., 2013). No hay reportes sobre el efecto de nanoparticulas de quitosano con o sin
extractos de ardndano sobre Colletotrichum fragariae. El objetivo de este trabajo fué¢ evaluar in vitro e in situ
la eficiencia de nanoparticulas de quitosano (NPQ) y nanoparticulas de quitosano con extracto etanolico de
arandano (NPQEEA), para el control del hongo Colletotrichum fragariae en fresa.
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MATERIALES Y METODOS
Aislamiento y activacién hongo

Colletotrichum fragariae se aisl6 de fresas enfermas con antracnosis, la cual se caracterizd, en frutos maduros
por la presencia de lesiones hundidas, de forma circular o irregular, inicialmente acuosas y posteriormente
secas, de color marrén oscuro a negro. El aislamiento del patégeno asociado a los frutos con antracnosis,
se caracterizé por la formacién de colonias de color palido-salmén-anaranjado a gris-olivaceo o gris-oscuro.
De acuerdo con Smith y Black (1990), y Gunnel y Gubler (1992) el color de las colonias de C. fragariae y
C. gloeosporioides en PDA es parecido (blanco a gris, gris olivo hasta gris oscuro). I vitro el hongo produjo
conidios en conidiéforos dispersos, esporodoquios y setas fértiles. Los de conidiéforos fueron variables en
forma y tamafo; los de esporodoquios fueron uniformes en tamafo (17.2x4.4um). El hongo aislado se
mantuvo en Papa Dextrosa Agar (PDA) durante nueve dias a 28 °C. Para mantener la patogenicidad del
hongo se realizarén periédicas inoculaciones y reaislamientos a partir de fresas infectadas.

Extracto de arandano

Se obtuvo por el método de maceracién descrito por Garduno Pizana et al., 2010, que consistid en triturar
100 g de frutos de ardndano y posteriormente colocarlos en 500 mL de etanol (Mena, Mexico) durante 24
horas a temperatura ambiente. La solucién obtenida se filtr6 con papel Whatman No. 10y se concentrd en
rotavapor a una temperatura de 65°C (BUCHI R-220) el concentrado, se colocé en frascos color émbar y
se almaceno a 40°C.

Elaboracién de nanoparticulas y caracterizacién

Las NPQ se obtuvieron con el método de nanoprecipitacion (Luque-Alcaraz et al., 2012) 0.05 % w/v de

quitosano (comercial, peso molecular de 89305 g-mol'l; viscosidad 440 mL/gy acetilacion de 10.740.2 %),
se disolvié en una solucién acuosa de dcido acético (Fermont, México) al 1 % v/v y el pH se ajusté a 5.6
con NaOH 1N. Para obtener la fase solvente; 18.75 mL de la solucién de quitosano se anadié con bomba
peristéltica (Masterflex modelo 77120-62) a 300 mL de fase no solvente y se mantuvo la mezcla en agitacién.
Como fase no solvente se utilizé etanol puro para las NPQ y 5 g extracto etanélico de ardndano-en 100mL”
etanol para las NPQEEA. Las soluciones de NPQ y NPQEEA se concentraron en rotavapor a 40°C y 30
rpm y se guardaron en refrigeracion. La solucién de nanoparticulas se coloco en microceldas de carbono y
se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 hrs. El tamafio y morfologia de las nanoparticulas fue
observada por Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM) en un microscopio JEM-2100 Mca Jeol con
un voltaje de aceleracién de 200 kV el cual proporciona una buena iluminacién en altas amplificaciones para
la obtencién de imdgenes de alta resolucién de .27 nm.

Actividad antifiingica in vitro de las nanoparticulas de quitosano

Se utiliz6 el método propuesto por Garduio Pizana et al., 2010, que consistié en mezclar medio de cultivo de
PDA con las NPQ y NPQEEA a las concentraciones de 25, 50 y 75 pL/mL. La mezcla obtenida se vaci6 en
cajas Petri (60 x 15 mm), se colocd en el centro de cada caja un disco de agar de 3 mm que contenia el patdgeno
y se incubo a una temperatura de 28+2 °C. Se consideraron seis repeticiones por cada concentracién de las
NPQ y NPQEEA. El testigo consisti6 de cajas Petri conteniendo tnicamente PDA. El crecimiento micelial
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(didmetro de la colonia) se midié con un vernier todos los dias y se registré para cada tratamiento hasta
que la placa testigo fue completamente colonizada con el micelio. Posteriormente, para evaluar la actividad
fungicida o fungistatica de los tratamientos evaluados, se resembraron discos de agar conteniendo el hongo
proveniente de cada tratamiento en medio PDA.

Pruebas in situ en fresa

Se utilizé fresa procedente de dos sitios de produccién. El primer lote de fresas de invernadero cv. se adquirio
del municipio de Tepoztlan en el estado de Morelos, México. El segundo lote de fresas de campo cv. “Camino
Real”, se compré en Villa Guerrero en el estado de México. Las fresas se seleccionaron considerando el color
en su superficie (3/4 de color rojo). Las fresas fueron transportadas al laboratorio de Tecnologia Postcosecha
del CEPROBI-IPN y se seleccionaron de acuerdo a su tamafo y la ausencia de danos visibles.

Las fresas seleccionadas se lavaron por tres minutos en una solucién de hipoclorito de sodio a 200
ppm y posteriormente se sumergieron por tres minutos en agua destilada. Se formaron 4 lotes para llevar
a cabo la aplicacién de los siguientes tratamientos por aspersion: 1) solucién de NPQ [75uL/mL], 2)
solucién de NPQEA [75uL/mL], 3) quitosano 1,5% (Q) y 4) sin aplicacién de tratamiento (grupo control).
Posterior a la aplicacién de tratamientos se asperjo una solucion de esporas de Colletotrichum fragariae
(1x10° esporass-mL™) y se dejo secar el fruto. Las fresas fueron envasadas en contenedores de ptereftalato de
polietileno (PET, grosor 330 um) y se almacenaron a dos diferentes temperaturas (5 y 20 °C). Después de
15 dias de almacenamiento en refrigeracion las fresas se mantuvieron a temperatura ambiente. Cada unidad

experimental contenia 90 gde producto, con tres repeticiones por tratamiento. Las evaluaciones se realizaron
los dias 0, 3, 6, 9 y 12 de muestreo.

Variables fisiolégicas/bioquimicas

Pérdida de peso. Se evalué por diferencia entre el peso de las fresas en el dia cero y de cada uno de los dias
de evaluacion. Los resultados se expresaron en porcentaje. Se utilizé una balanza (modelo CS 200, Ohaus
Corporation, USA) con capacidad de 200gx 0.1g

Intensidad Respiratoria. Se cuantificé con la metodologia propuesta por Ishikawa et al., (1997). 90 g
de fresa se envasaron en vasos de vidrio sellados herméticamente con una tapa equipada con un septum de
caucho de silicona. Después de 1 h a 25 + 2°C, se recuperd el gas contenido en el espacio de cabeza de los
viales. 1 mL del gas recuperado se inyectd en un cromatégrafo de gases 7890B GC (Agilent Technologies,

U.S.A). El helio se utilizé como gas acarreador a una velocidad de flujo de 10 mL min™. Se utilizaron dos
detectores (FID/TCD) y dos columnas HP-PLOT/Qy CP-MOLSIEVE 5A (Agilent Technologies, U.S.A).
Las temperaturas del inyector y detectores FID y TCD fueron de 220, 300 y 250°C, respectivamente. La
intensidad respiratoria se expres6 en mL CO, Kg’1 hl.

Fenoles totales. Se uso la metodologia de Singleton y Rossi (1965). 1 g de fresa se maceré con 5 mL de
metanol (Fermont, México) al 80%. La mezcla se centrifugé a 8000 rpm por 10 minutos y se recuperd el
sobrenadante. La mezcla de reaccidn contenia 3980 pL de H,O destilada, 750 uL de Na,CO5 (Fermont,
México) al 20%, 250 pL de reactivo Folin-Cicalteau (Hycel, México) y 20 uL de sobrenadante. Las mezclas
se incubaron durante dos horas en oscuridad y posteriormente se midié la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotdmetro G10S (Thermo scientific China). Los fenoles se expresaron como mg de acido galico/g de
peso fresco y se utilizé una curva de calibracién de dcido gélico para su cuantificacion.

Color. Se determind con un colorimetro Baking Meter BC-10 (Konica Minolta Sensing, Japén),
evaluando el color en dos puntos equidistantes del fruto. Se obtuvieron valores de L, a y b, a partir de los
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cuales se calculé el angulo de tono (Hue) y el indice de saturacion (chroma) para evaluar la variacion de color
(McGuire, 1992).

Firmeza. Se midi6 con un penetrometro digital 53205 Fruit Pressure Tester (Technical System Italy)
equipado con una punta cilindrica de 8 mm. La firmeza se expres6 en Newtons (N).

Sélidos solubles totales (SST). Se determinaron con un refractémetro de mano (0-32%) N-1E (ATAGO
01018 Japdn) y se expresaron como °Brix, calibrado con una gota de agua destilada. Se obtuvo el jugo de las
muestras de fresa y se coloc6 una gota en el refractémetro para determinar °Brix.

Acidez titulable (AT). Se realizé de acuerdo con la metodologia de la AOAC (1984). 20 g de muestra
se pesaron y se licuaron en 100 mL de agua destilada. Se tomé una alicuota de 5 mL de la mezcla y se tituld
con NaOH al 0.1 N, utilizando como indicador 2 gotas de fenolftaleina en solucién alcohdlica al 1%. El
porcentaje de acidez se calculé en relacion al 4cido citrico (meq=0.064).

Porcentaje de infeccién y severidad. El porcentaje de infeccién se determiné mediante la siguiente
férmula:

% de infeccién = Numero de frutos infectados x 100/Numero de frutos tratados.

Para severidad se usd una escala subjetiva de 5 niveles . Donde 0, representa a los frutos sanos; 1) del 1-25%
de superficie infectada; 2) del 26-50% de superficie infectada, 3) del 46-75% de superficie infectada, 4) del

76-100% de superficie infectada con micelio.
Analisis estadistico de los datos

Los datos de las pruebas iz vitro, de incidencia y severidad se analizaron como un disefio completamente al
azar y se realizo un andlisis de varianza con una comparacién de medias de Tukey. Los datos del ensayo 77
situ se analizaron como un disefio completamente al azar con arreglo factorial y la comparacién de medias se
realizé utilizando la prueba de Tukey (P<0.05) utilizando el software Info Stat 2012.

RESULTADOS Y DISCUSION
Prueba in vitro de las nanoparticulas

La observacién al TEM mostr6 un tamafo medio de 3 nm para las NPQ y de 26 nm para las NPQEEA
(fig. 1Ay 1B). El tamafio nanométrico de las particulas les confiere una mayor 4rea de superficie de contacto
que les permite adherirse firmemente sobre la superficie de los hongos destruyendo la integridad de la
membrana (Herndndez-Téllez et al., 2016). Ademas Ma y Lim (2003) observaron que el pequeo tamafo
de las nanoparticulas les permite difundirse en el interior de las células, a diferencia del quitosano puro. Esto
puede implicar anomalids a nivel de ADN y ARN que provocan la muerte celular de los microorganismos.
Las NPQ y las NPQEEA presentaron la mejor inibicidn sobre Colletorichum fragariae ala concentracion de
75 uL/mL, esta concentracién se uso en los experimentos 7 situ.
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FIGURA
Imagen TEM de: (A) nanoparticulas de quitosano (NPQ) 3 nmy (B)

nanoparticulas de quitosano mds extracto etandlico de ardindano (NPQEEA) 26 nm.
Fuente: elaboracién propia.

Las NPQ y NPQEA (Figura 2A y 2B) tuvieron un efecto inhibitorio significativo (P < 0,05) sobre
el crecimiento micelial de Colletotrichum fragariae, los tratamientos con NPQ inhibieron el hongo con
respecto al testigo en un 22% (25 pL/mL), 64% (50 uL/mL) y 99% (75 pL/mL) y presentaron la menor
tasa de crecimiento. Mientras las NPQEA inibieron en un 43% a una concentracién de 50 pL/mL y
a la concentracién de 75 puL/mL llegaron hasta el 100% de inibicién y presenté un efecto fungicida.
Otros estudios confirman la bondad del quitosano aplicado a la nanotecnologia para controlar el genero
Colletotrichum: Chookhongkha et al., (2013) observaron iz vitro que las nanoparticulas de quitosano en
PDA 0.6 % w/v retrasaron el desarollo de este hongo; Zahid et al,, (2013) reportan un estudio #7 vitro con la
nanoemulsion de quitosano de bajo peso molecular a la concentracion 1%, bajé la germinacién de conidios,
el desarrollo de micelio y la esporulacién, en comparacidn con el testigo, mostrando ser una buena técnica
biofungicida contra Colletotrichum gleosporioides; en un estudio sobre antracnosis en mango Chowdappa et
al,, (2014) reportaron que las nanoparticulas de quitosano y plata a la concentracién 0.5y 1% redujeron del
47,5 a71,3% respectivamente el desarrollo del hongo.
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FIGURA 2
Cinética de crecimiento de Colletotrichum fragariae en NPQ (A) y en NPQEEA (B); letras
distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) de los valores integrativos de la curva
de crecimiento entre los tratamientos. En C estdn las cajas tratadas con NPQ y en D las

tratadas con NQEEA respectivamente: control y concentraciones de 25, 50 y 75 ul/ml.
Fuente: elaboracién propia.

Pruebas in situ

Pérdida de peso. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05) (figura 3A).
Resultados similares publicaron Perdones et al., (2012) quienes no detectaron un efecto significativo sobre la
reduccion en la pérdida de peso de fresas almacenadas en refrigeracion, utilizando cubiertas de quitosano o en
combinacién con aceite esencial de limén; no se detectaron diferencias en la resistencia al vapor de agua entre
las cubiertas y el control. Las cubiertas no mejoran la resistencia al vapor de agua debido ala alta permeabilidad
del quitosano, ala alta humedad relativa (90%) y cuando las peliculas son plastificadas la propiedad de barrera
se reduce (Vargas et al., 2011). En desacuerdo con este trabajo Han et al., 2004 reportaron una disminucién
de aproximadamente 20% de la perdida de peso de fresas tratadas con una cubierta de quitosano al 2%
comparadas con el control bajo refrigeracion. Existen evidencias de la aplicacién de cubiertas de quitosano
para reducir la pérdida de agua de los frutos (Han et al., 2004; Vargas et al., 2006; Herndndez-Muiioz et al,
2006; Hernandez-Mufoz et al., 2008; Perdones et al., 2012).
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FIGURA 3
Representacion gréfica de perdida de peso (A), respiracién (B) y fenoles totales (C) en fresas tratadas
con NPQ (T1), con NPQEEA (T2) y con Q 1,5% (T3) almacenadas durante nueve dfas a 5°C.

Las barras verticales indican las desviacién estdndar.
Fuente: elaboracién propia.

Intensidad respiratoria. Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes
tratamientos y el grupo control (Fig 3B) de las fresas almacenadas a 5°C. Al dia 0 las fresas tratadas con

NPQ, NPQEEA y Q tuvieron aproximadamente el mismo nivel de respiracién 91 mL CO, Kg* h', las
fresas del grupo control presentaron un valor 15% menor. Al dia 9 las fresas tratadas con NPQ y NPQEEA
mostraron los niveles més altos de respiracion 110,50+3,79 mL CO, Kg’1 h! y 105,6548,62 mL CO; K 1
h'! respectivamente, las fresas control y tratadas con Q mostraron los niveles mas bajo 87,56 mL CO, Kg'!
h! y 86,44 mL CO, Kg’1 h! respectivamente.

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Vargas et al., (2006) quienes indicaron que
hubo una disminucién de la tasa de respiracion en las fresas tratadas con quitosano al 1% y quitosano al 1%
en combinacidn con 4cido oleico a concentraciones de 1, 2 y 4 % (v/v). Herndndez-Mufioz et al., (2008)
reportaron que después de la aplicacién de cubiertas de quitosano el nivel de respiracién fue més alto que el
control pero en los dias siguientes los tratamientos presentaron menores tasas de respiracion que el control.
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El quitosano tiene la habilidad de formar una cubierta semipermeable que puede reducir la produccién de
O,, CO;, yetileno asi como la transpiracion retrasando la maduracién de los productos (Bautista-Bafos et al.,
2005). El tamafio nanometrico de las nanoparticulas que confiere al quitosano elevada reactividad (Shukla
etal.,2013), junto ala falta de la formacién de una cubierta capaz de reducir la permeabilidad de gases y agua,
puede haber determinado el aumento de respiracién en las fresas tratadas con NPQ y NPQEEA.

Fenoles totales. El contenido fenolico mostré diferencias (P < 0,05) entre los tratamientos y entre los dias
(Fig 3C). Las fresas tratadas con NPQ despues del dia 6 mostraron un rapido aumento de fenoles, mientras
las tratadas con Q aumentarén costantemente. El tratamiento NPQEEA fue el que mostré los valores més
altos de fenoles en el dia cero fué 4 veces mayor y en el dia seis fué un 24% mayor comparado con el control.
Esto puede ser debido al elevado contenido fendlico del extracto de ardndano, (Moran Mejia et al., 2017).
Ademis el quitosano puede activar la sintesis de nuevos compuestos fenolicos (Bautista-Bafios et al., 2005).
Estos resultados no coinciden con los reportados por Wangy Gao (2013) quienes observaron que, cubiertas
de quitosano a las concentraciones de 0,5, 1,0 y 1,5%, pueden retrasar el aumento de los fenoles en fresa
almacenada a 5°C.

Parametros de calidad

Color. La luminosidad y el valor de hue (figura 4A-C) de las muestras no mostré diferencias estadisticas
significativas (P < 0,05) durante los dias de almacenamiento y entre los tratamientos con nanoparticulas y
el control. Vargas et al. (2006) indicaron que no hubo diferencias en los pardmetros de color de las fresas
tratadas con quitosano al 1% almacenadas a 4+1 °C respecto al control; es decir, la cubierta no modificé los
valores de L, hue y croma

Firmeza. La firmeza fue estadisticamente igual entre todos los tratamientos y los dias de almacenamiento,
lo cual pudo deberse a que el indice de madurez de las fresas fue uniforme (Fig 4D)

Acidez titulable y s6lidos solubles totales. No se obtuvieron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos para estos dos pardmetros (figura 4E-F) durante el almacenamiento. Estos resultados coinciden
con los reportados por Vargas et al. (2006) quienes indicaron que en las fresas almacenadas a 4+1°C, no se
encontraron diferencias en el contenido de SST y acidez durante el almacenamiento y entre los tratamientos.
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Representacion gréfica de L (A), chroma (B), hue (C), firmeza
(D), SST (E) y acidez (F) en fresas tratadas con NPQ (T1).

Fuente: elaboracién propia.
Pariametros de infeccién

Ademis de Colletotrichum fragariae se desarrollaron otros hongos como Alternaria, Botrytis y Fusarium los
cuales se consideraron para evaluar los pardmetros de infeccién (incidencia, severidad). Como muestra la
figura 5 laincidencia (A), y severidad (B) aumentaron significativamente (P < 0,05) en todos los tratamientos,
cuando las fresas se colocaron a temperatura ambiente. La infeccién al dia 16 fue 74% mas alta en las fresas
tratadas con NPQEEA, con respecto al control y también mostraron los maximos niveles de severidad. Las
fresas tratadas con quitosano al final se comportaron como las fresas control, este resultado estd en desacuerdo
con los reportes de varios autores quienes tuvieron una significante reduccion de la enfermedades de las fresas
utilizando cubiertas de quitosano (Han et al., 2004; Vargas et al., 2006; Herndndez-Muioz et al., 2008).
Como ya se demostré iz vitro, las NPQ y NPQEEA tienen actividad antifungica, sin embargo, iz situ no se
observé el mismo comportamiento.
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FIGURA 5
Representacion gréfica de la infeccién (A) y severidad (B) de fresas tratadas con NPQ
(T1), NPQEEA (T2) y Q 1,5% (T3), almacenadas durante diez y seis dfas a 5°C.

Las barras verticales indican las desviacién estandar. Letras diferentes muestran
diferencias significativas (Tukey a una P < 0,05) entre los tratamientos.
Fuente: elaboracion propia.

Prueba preventiva a temperatura ambiente
Pardmetros fisioldgicos y bioquimicos

Los tratamientos no influyeron sobre la pérdida de peso. Estos resultados previamente han sido reportados
por otros autores por ejemplo Herndndez-Munoz et al. (2006) en un experimento con fresas tratadas con
quitosano al 1,5% y almacenadas a 20°C, encontraron que hasta el segundo dia de almacenamiento las fresas
con y sin tratamiento presentaban el mismo valor de pérdida de peso.

Por otra parte, los tratamientos influyeron sobre la respiracién de las fresas (P<0,05). En el dia 0 todas las
fresas tratadas mostraron valores de CO, superiores a las fresas control; la méxima respiracién fue en las fresas
tratadas con Q. Al segundo dia todas las fresas, con excepcién de las tratadas con NPQEEA, aumentaron
sus niveles de respiracién a temperatura ambiente se observd un rapido aumento de la respiracién que
fue significativo. Con respecto al contenido de fenoles totales no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 1).
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CUADRO 1
Perdida de peso, respiracion y fenoles totales en fresas tratadas con NPQ,

NPQEEA y Q 1,5%, almacenadas durante dos dias a temperatura ambiente.

| DIA 0 DiA 2
e 0+0 Aa 1,33 £ 0,55 Ab
: NPQ 0+0Aa 1,66 + 0,58 Ab
R \PQEEA 0+0 Aa 1,64 £ 0,58 Ab
Q1.5% 0+0 Aa 2,27 + 0,56 Ab
C 90,70 £ 2,03 Aa 149,87 + 30,93 ABb
Respiracién (ml NPQ 94,85 + 3,57 ABa 181,47 + 19,98 Bb
CO,/kgh) NPQEEA 100,82 £ 3,59 BCa 104,05 + 7,87 Aa
Q1.5% 105,73 + 2,77 Ca 152,83 + 24,43 ABb
€ 4,11 £ 0,55 Aa 4,05 £ 0,64 Aa
Fenoles totales (mg ac. | NPQ 2,60+ 1,33 Aa 3,82+ 1,58 Aa
gallico/g) NPQEEA 5,05+ 1,13 Aa 4,91 + 1,97 Aa
Q1.5% 2,59 + 1,87 Aa 5,91 + 0,43 Ab

Las letras maytsculas indican diferencias significativas (Tukey a una
P < 0,05) entre los tratamientos; las letras mintscula entre los dias.
Fuente: elaboracién propia.

Pardmetros de calidad

El Cuadro 2 muestra los resultados obtenidos para estos pardmetros. Los tratamientos fueron
estadisticamente iguales y no tuvieron efecto sobre L, chroma y hue. La firmeza no vari6 entre los cuatro
tratamientos que fueron estadisticamente igual. Los tratamientos evaluados (Q, NPQ y NPQEEA), no
influyeron en el contenido de acidez y SST, no habiendo diferencias estadisticas (P < 0,05) entre las fresas
tratadas y las fresas no tratadas.
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CUADRO 2

Valores de L, chroma, hue, firmeza, acidez, SST en fresas tratadas con NPQ,
NPQEEA y Q 1,5%, almacenadas durante dos dias a temperatura ambiente.

DIAO DiA 2

C 40,29 £ 2,35 Ab 30,74 £ 2,09 Aa

L NPQ 41,80+ 0,22 Ab 33,47 £ 2,00 Aa

NPQEEA 38,38 £ 4,61 Aa 31,65+ 2,19 Aa

Q1.5% 37,13 £ 2,58 Aa 33,04 £ 0,59 Aa

C 35,28 = 2,86 Aa 32,46 £ 1,74 Aa

o A NPQ 36,54 + 3,47 Aa 33,90 1,71 Aa
NPQEEA 35,26 + 2,50 Aa 34,31 £ 3,55 Aa

Q1.5% 37,37 £+ 1,84 Aa 36,72 £ 5,11 Aa

C 0,53 £ 0,07 Ab 0,36 £ 0,02 Aa

hue NPQ 0,60+ 0,02 Ab 0,41 £ 0,07 Aa

R NPQEEA 0,52 £ 0,09 Aa 0,37 £ 0,05 Aa

Q1.5% 0,47 £ 0,06 Aa 0,42 £ 0,04 Aa

C 26,38 £ 5,89 Ab 15,12 £ 1,66 Aa

firmeza (N) NPQ 21,08 £1,27 Ab 14,52 + 2,88 Aa
NPQEEA 20,64 £ 1,65 Ab 14,08 £ 3,52 Aa

Q1.5% 18,72+ 2,76 Aa 10,21 £ 4,57 Aa

C 0,80 £ 0,03 Aa 0,78 £ 0,07 Aa

acidez (%) NPQ 0,82 £ 0,04 Ab 0,76 £ 0,00 Aa
NPQEEA 0,80 £ 0,03 Aa 0,76 £ 0,03 Aa

Q1.5% 0,76 £ 0,05 Aa 0,79 £ 0,02 Aa

C 6,13 £ 0,90 Aa 6,93+ 0,12 Aa

sélidos solubles totales | NPQ 6,47 + 0,50 Aa 6,53 £ 0,23 Aa
(°Br) NPQEEA 6,40 £ 0,35 Aa 6,47 £ 0,12 Aa
Q1.5% 6,53 £ 0,50 Aa 6,53 £ 0,58 Aa

Las letras mayusculas indican diferencias significativas (Tukey a una
P < 0,05) entre los tratamientos; las letras minuscula entre los dias.
Fuente: elaboracién propia.

Pardmetros de infeccion

También en este caso todos los hongos desarrollados (Colletotrichum, Alternaria, Fusarium, Rbizhopus) se
consideraron para evaluar los pardmetros de infeccién (incidencia y severidad). A temperatura ambiente se
observé un rapido desarrollo de la infeccidn. Las fresas control llegaron a una intensidad de infeccién del

90% casi el doble de las fresas tratadas con NPQ, NPQEEA y Q, los diferentes tratamientos no influyeron
sobre la severidad de infeccién que fue igual en todas las fresas (Figura 6).
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FIGURA 6
Representacion grafica de la incidencia de la infeccidn y severidad en fresas tratadas

con NPQ (T1), NPQEEA (T2) y Q 1,5% (T3) almacenadas a temperatura ambiente.

Las barras verticales indican las desviacién estdndar. Letras diferentes muestran
diferencias significativas (Tukey a una P < 0,05) entre los tratamientos.
Fuente: elaboracién propia.

CONCLUSIONES

Las NPQ y NPQEEA tuvieron un tamafio de 3 y 26 nm respectivamente. Estas fueron altamente eficientes
en la inhibicién del crecimiento iz vitro de Colletotrichum fragariae, a la concentracién de 75 pl/ml
En ambas temperaturas la respiracién mostro diferencias significativas entre los tratamientos los cuales
mostraron valores de CO; superiores a las fresas control. Los pardametros de calidad no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos a las dos temperaturas ensayadas. Por otra parte, en la prueba in situ a
temperatura de 5°C y a temperatura ambiente las NPQ y NPQEEA no tuvieron efecto inhibitorio sobre los
hongos Fitopatdgenos.
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