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Resumen. Las enfermedades postcosecha han sido
controladas mediante el empleo de fungicidas quimicos; sin
embargo, diferentes alternativas naturales de control han sido
desarrolladas recientemente. En esta investigacion, se evalu6
la actividad antifingica del quitosano a diferentes
concentraciones (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg mL™") en condiciones
in vitro e in situ sobre el desarrollo de Rhizopus stolonifer'y
Mucor spp. El crecimiento micelial y la esporulacion de ambas
cepas se inhibio a diferentes concentraciones de quitosano,
siendo la concentracion de 2 mg mL™"' la mejor. La morfologia
de las esporas vario dependiendo del hongo evaluado, fueron
mas susceptibles las esporas de R. stolonifer porque
presentaron variaciones en su area, forma y densidad optica
(2 y 1.5 mg mL"), mientras que Mucor spp. s6lo manifesto
variaciones de densidad optica desde 1.5 mg mL"'. Ambos
fitopatogenos presentaron inhibicion en la germinacion de
sus esporas (2.0 mg mL™"). Los resultados in situ demostraron
el potencial antifungico del quitosano para controlar
enfermedades postcosecha.

Palabras clave adicionales: Pudriciones postcosecha,
caracteristicas morfométricas, germinacion, esporulacion.

Abstract. Postharvest diseases have been controlled through
chemical fungicides; however, recently, different natural
alternatives have been developed. In this research, the
antifungal activity of chitosan at different concentrations (0.5,
1.0, 1.5, and 2.0 mg mL™") was evaluated in vitro and in situ
against Rhizopus stolonifer and Mucor spp. The mycelial
growth and sporulation of both strains were inhibited at

different concentrations of chitosan, with the best results
when 2 mg mL"! were applied. Spore morphology varied
according to the fungus evaluated; R. stolonifer was more
susceptible since spores showed variations in area, form,
and optical density (2 and 1.5 mg mL™'), while Mucor spp.
showed variations only in optical density starting from 1.5
mg mL"'. Both phytopathogens showed inhibition in spore
germination (2.0 mg mL™"). The in situ results demostrated
the antifungal potential of chitosan for control of postharvest
diseases.

Additional keywords: Postharvest rots, morphometrics
characteristic, germination, esporulation.

El quitosano, polimero de naturaleza policatidnica que se
obtiene mediante un proceso de desacetilacion de la quitina,
ha sido ampliamente utilizado con fines biotecnoldgicos, entre
los que destacan la inmovilizacion enzimatica y el efecto como
agente floculante (Sandford, 1989). En la agricultura se ha
empleado como modificador de suelos, fungicida, inductor
de resistencia (Ait-Barka et al., 2004; Hoagland y Parris, 1996)
y en el recubrimiento de frutos para prevenirlos de
enfermedades postcosecha (Bautista-Bafios et al., 2006).
Estas enfermedades han sido controladas durante muchos
aflos mediante el uso de fungicidas quimicos, los cuales
debido a su intensa utilizacion han generado problemas de
contaminacion en el medio ambiente, complicaciones en la
salud de los seres humanos y resistencia en los
microorganismos que se tratan de controlar (Triphathi y
Dubey, 2004). El quitosano figura dentro de las alternativas
naturales mds importantes para controlar las pudriciones
postcosecha de los productos hortofruticolas causadas por
diferentes hongos fitopatdgenos. Estudios previos han sido
realizados en Rhizopus stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill. Se ha
observado que el efecto del quitosano depende de varios
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factores: grado de acetilacion, polimerizacion, concentracion
y su forma de aplicacion (Bautista-Banos et al., 2004; El
Ghaouth ez al., 1992 a, b; Savard et al., 2002). Sin embargo, no
se encontraron reportes previos en la literatura del empleo de
quitosano en el control de Mucor spp. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad antifingica del quitosano sobre
el crecimiento micelial, esporulacidn, caracteristicas
morfométricas y germinacion de R. stolonifer y Mucor spp.
en medio papa-dextrosa-agar (PDA). Asi mismo, se evaluo el
efecto de la utilizacion de este polimero en la prevencion del
desarrollo de la pudriciéon blanda en frutos de jitomate
(Lycopersicon esculentum Mill.).

MATERIALESYMETODOS

Material biolégico. Las cepas de Rhizopus stolonifer'y Mucor
spp. se obtuvieron de frutos de jitomate de la variedad
Saladette con un estado de madurez % sazdn, provenientes
del mercado Centenario del municipio de Yautepec, Morelos,
México. Se mantuvieron en cdmaras himedas a temperatura
ambiente (25°C) para permitir el desarrollo de los hongos
fitopatéogenos estudiados. Posteriormente, se tomaron
fragmentos del micelio y se sembraron en cajas Petri con PDA
a25°C durante 96 h. Después de la aparicion de las estructuras
de reproduccion se procedi6 al aislamiento e identificacion
de los hongos (Barnett y Hunter, 1972; Hernandez-Lauzardo
et al.,2006; Schipper, 1984).

Preparacion del quitosano: Se utilizé quitosano de bajo peso
molecular (Sigma-Chemical Co. St. Louis, MI, USA). Se prepard
una solucion de quitosano de 10 mg mL, disuelto en acido
acético. Se esterilizo en autoclave y posteriormente se tomaron
las alicuotas correspondientes para adicionarse al medio PDA
estéril y obtener concentraciones finales de 0.5, 1.0, 1.5y 2.0
mgmL™.

Evaluaciones in vitro. Para cada uno de los hongos se
emplearon cinco tratamientos que consistieron en: un testigo
sin quitosano (PDA) y la aplicacion de quitosano en placas
de PDA en concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg mL",
respectivamente. Se tomaron fragmentos de 5 mm de indculo
(R. stolonifer o Mucor spp. crecidos en PDA), se sembraron
individualmente en el centro de las cajas Petri conteniendo
los tratamientos mencionados anteriormente y se incubaron
durante 72 h a 25°C. Se establecieron tres réplicas por
tratamiento y el experimento se repitié dos veces.
Crecimiento micelial. Consistio en medir el didmetro de las
colonias con ayuda de un Vernier digital, cuando el micelio
del tratamiento testigo cubri6 la caja Petri (48 h).
Esporulacion. Se evalud alas 72 h de incubacion de los hongos
fitopatdgenos. Se adicionaron 10 mL de agua destilada estéril,
con una varilla de vidrio se rasp6 cuidadosamente la superficie
de las cajas para arrastrar las esporas y éstas fueron
transferidas a un frasco color ambar, se adicionaron otros 10
mL de agua destilada estéril a 1a caja Petri y se repitio el mismo
procedimiento. A cada frasco se le agregaron siete gotas de
lactofenol para inhibir la germinacion. El conteo de esporas
se realizo agitando previamente la suspension de esporas en

un Vortex, se tomaron 20 pL de la misma y se colocaron sobre
una camara de Neubauer para cuantificar las esporas en un
microscopio optico (40X) (Nikon, Alphaphot-2Y'S2). Los datos
se procesaron considerando el factor de la camara (50,000) y
se reportaron en nimero de esporas mL".

Caracteristicas morfométricas de las esporas. Se tomaron
alicuotas de 10 pL de la suspension de esporas de los
tratamientos referidos anteriormente, las cuales se colocaron
en portaobjetos y se analizaron empleando un microscopio
optico (40x) acoplado a una camara de video (DL 330 DAGE-
MTI). Mediante un sistema de analisis de imagenes (Meta
imaging series para Microsoft Windows version 4.0, Universal
Imaging Corporation, USA) se realizaron mediciones de area
total (um2), ancho (um), largo (um), altura (um), densidad
optica y factor de forma eliptica.

Germinacion de las esporas. La germinacion se analizé en
soluciones de quitosano y en discos de PDA. Alicuotas de
50 pL de una suspension de 1 x 10° esporas mL™' se colocaron
en tubos eppendorf (0.5 mL) y en discos de PDA (20 mm) con
los tratamientos estudiados. Se incubaron durante 10 (R.
stolonifer) y 16 h (Mucor spp.) a 25°C. El conteo de la
germinacion de 100 esporas por muestra se realizé en un
microscopio optico (40X) con un contador manual. Las
esporas se consideraron germinadas cuando el largo del tubo
germinal fue igual o excedi6 la longitud de la espora (El
Ghaouth et al., 1992b).

Evaluaciones in situ. Se emplearon frutos de jitomate de la
variedad Saladette con un estado de madurez % sazén
provenientes de la central de abastos de Cuautla, Morelos.
Se seleccionaron los frutos sanos que no presentaban
sintomas de enfermedad o dafios mecanicos, se desinfectaron
con hipoclorito de sodio al 1% durante 15 min, se lavaron
con agua destilada estéril y se dejaron secar a temperatura
ambiente sobre papel absorbente. Se establecieron los
siguientes tratamientos: testigo, dicloran, los restantes con
diferentes concentraciones de quitosano de bajo peso
molecular (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg mL™"). En la campana de flujo
laminar a cada fruto se le hizo heridas de 1 cm de largo conun
bisturi estéril y se asperjaron con una suspension de esporas
(1 x 10° esporas mL") de R. stolonifer o Mucor spp.,
posteriormente se sumergieron en los tratamientos
correspondientes, se dejaron secar y se mantuvieron en
charolas de unicel sobre papel absorbente a 25°C durante
120 h.

Porcentaje de infeccion e indice de severidad. Al término del
periodo de almacenamiento de 5 dias, se contaron los frutos
que presentaban sintomas de pudricion blanda en cada
tratamiento, el nimero total de frutos se considerd como el
100%. El indice de severidad se determin6 sobre la superficie
de los frutos con cinco grados de dafio en base a una escala
establecida con las siguientes categorias 1 =0,2=1-25,3=
26-50,4=51-75y 5="76-100 % de dafio visual por fruto. El
indice se establecio mediante la ecuacion descrita por Pérez
etal. (1995), Indice de severidad = Xi (1) + Xi (2) + Xi (3) + Xi
(4) + Xi (5)/N donde: Xi = namero de frutos enfermos por
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cada grado de dafio; 1,2, 3, 4 y 5 = grado de dafio en la escala
utilizada y N =ntmero total de frutos por unidad experimental.
Pérdida de peso. Los frutos de cada tratamiento se pesaron
diariamente hasta el término del periodo de almacenamiento.
La pérdida de peso se evaluo en base a la siguiente formula:
pérdida de peso = (peso inicial-peso final/peso inicial) x 100
(Hernandez-Lopez, 2002).

Analisis estadistico. Los experimentos se desarrollaron
mediante un disefio experimental completamente al azar en
arreglo simple. Los datos fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANOVA) con el programa Sigma Stat
version 2.0. La comparacion de medias se realizo con la prueba
de rangos multiples de Tukey (p < 0.05) y la prueba de Dunn,
segun correspondiera.

RESULTADOS

Efecto del quitosano sobre el crecimiento micelial y
esporulacion de R. stolonifer y Mucor spp. En el Cuadro 1 se
muestran los resultados del crecimiento micelial de R.
stolonifer y del porcentaje de inhibicion del mismo. Se
observaron diferencias entre los tratamientos. El crecimiento
micelial se redujo en comparacion con el testigo que invadio
la caja alas 48 h de incubacion (86 mm). El menor crecimiento
micelial se presento con la concentracion de 2.0 mg mL™! (32.9
mm), se obtuvo un porcentaje de inhibicion del 61.7%. En el
caso de Mucor spp., las diferencias en el crecimiento con
relacion al tratamiento testigo se observaron a partir de la
aplicacion de 1.0 mg mL"! de quitosano; el menor crecimiento
micelial se obtuvo con la concentracion de 2.0 mg mL™! (23.2
mm) la cual presento un 52.1% de inhibicion. La inhibicion en
la esporulacion de R. stolonifer se reflejé a partir del
tratamiento de 1.0 mg mL"! del biopolimero. El menor numero
de esporas se presentd con la concentracion de 2.0 mg mL"!
(0.4 x 10° esporas mL™"). En Mucor spp. se observd una
respuesta inhibitoria desde la concentracion de 1 mg mL",
con el menor valor de esporulacion (0.3 x 10° esporas mL™")

Cuadro 1. Crecimiento micelial, inhibicion del crecimiento y
esporulacion de Rhizopus stolonifer y Mucor spp.

Tratamiento  Crecimiento Inhibicion Esporulacion
(quitosano micelial (mm)  del crecimiento (No. de esporas
mg mL") (48 h) micelial (%) mL") (72 h)

Rhizopus stolonifer
Testigo 86a 0 3.2x 10°ab
0.5 63.9b 25.7 35x10°a
1.0 39.2¢ 544 1.1x10°b
1.5 36.2d 57.9 09x10°b
2.0 329e 61.7 04x10°c
Mucor spp.
Testigo 484a 0 1.9x10°a
0.5 483 a 0.2 1.7x 10%a
1.0 47.4b 2.1 1.3x10°b
1.5 394c¢ 18.6 0.8x 10°¢c
2.0 23.2d 52.1 0.3x10°d

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey,
P < 0.05).

con la aplicacion de 2.0 mg mL! de quitosano.
Caracteristicas morfométricas de las esporas de R.
stolonifer y Mucor spp. R. stolonifer mostré una disminucion
del area (201 um?) de sus esporas y del factor de forma eliptica
(1.1) cuando se empleo la concentracion de 2.0 mg mL'. La
densidad optica de sus esporas presentd cambios solo con
la aplicacion de 1.5 mg mL™! (Cuadro 2). En el caso de Mucor
spp. el area de las esporas (72 um?) y el factor de forma eliptica
(1.3) no presentaron diferencias entre los tratamientos. La
densidad optica (0.29) de las mismas disminuy6 en las
concentracionesde 1.5y 2.0 mgmL".

Germinacion de las esporas de R. stolonifery Mucor spp. La
germinacion de las esporas de R. stolonifer (Cuadro 3) se
inhibi6 tanto en soluciones de quitosano como en discos de
PDA, apartir de una concentracion de 1.0 mg mL". El menor
porcentaje de germinacion se observo en la concentracion
de 2.0 mg mL"' (54.5). De forma similar, Mucor spp. presentd
el menor valor de germinacion tanto en soluciones de
quitosano como en discos de PDA en la concentracion de 2.0
mg mL-' (31.5), se obtuvo un efecto inhibitorio con todas las
concentraciones de quitosano aplicadas.

Evaluacién de la aplicacion de quitosano en frutos de jitomate.
En el Cuadro 4 se muestra que el experimento inoculado con
R. stolonifer presentd el mayor porcentaje de infeccion
(99.5%), el menor valor se encontr6 al tratar los frutos con 2.0
mg mL" (20.5%) de quitosano y una respuesta intermedia se
obtuvo cuando se aplico dicloran (60.9%). El menor indice de
severidad se alcanz6 cuando se aplicaron 2.0 mg mL™"' de
quitosano (0.7) y la menor pérdida de peso se observo con el
tratamiento de 1.5 mg mL" (4.7%). Con la cepa de Mucor spp.
se evidencié un menor porcentaje de infeccion (40.4 %) e
indice de severidad (1.3) cuando se trataron los frutos con
dicloran. Sin embargo, la pérdida de peso no presentd
diferencias entre los tratamientos.

Cuadro 2. Caracteristicas morfométricas de las esporas de
Rhizopus stolonifer y Mucor spp. a las 72 h de incubacion.

Tratamientos Area Factor de Densidad
(quitosano (Lm?) forma eliptica optica
mgmL™)
Rhizopus stolonifer
Testigo 300a 1.2ab 0.33ab
0.5 275ab 1.2ab 0.29 ab
1.0 261 ab 1.2ab 0.31ab
L5 259 ab 1.1b 0.29b
20 201c 1.1b 0.36a
Mucor spp.
Testigo 72a 1.3a 042a
0.5 71la 1.2a 045a
1.0 69a 12a 0.38 ab
1.5 68a 12a 0.29b
20 68a 1.2a 0.29b

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
(Dunn, P <0.05).
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Cuadro 3. Evaluacion del porcentaje de germinacion de las
esporas de Rhizopus stolonifer y Mucor spp. en soluciones
de quitosano y en discos de papa-dextrosa agar incubadas a
25°C.

Cuadro 4. Porcentaje de infeccion, indice de severidad y
pérdida de peso en jitomate (Lycopersicon esculentum)
inoculado con Rhizopus stolonifer, con Mucor spp. y tratado
con quitosano o dicloran.

Tratamientos Soluciones PDA Tratamientos  Infeccion Indice de Pérdida de
(quitosano germinacion germinacion (quitosano (%) severidad” peso (%)
mg mL") (%) (%) mgmL™)
Rhizopus stolonifer Rhizopus stolonifer
Testigo 100a 100a Testigo 99.5a 33a 75a
0.5 100a 100a dicloran 60.9d 2.0ab 5.4 ab
1.0 95.2ab 83.7b 0.5 66.8¢ 2.2ab 59ab
15 81.3bc 70.5¢ 1.0 734b 2.4 ab 7.0a
20 545¢ 58.5d 1.5 33.6¢ 1.1ab 4.7b
Mucor spp. 20 20.5f 0.7b 4.9ab
Testigo 100a 100a Mucor spp.
0.5 78.3b 78.2b Testigo 99.7a 33a 83a
1.0 64.8¢ 703¢ dicloran 404 f 1.3b 7.6a
1.5 56.7d 56.8d 0.5 86.7b 2.8a 74a
20 37.2¢ 31.5¢ 1.0 80.5¢ 26a 7.8a
Letras diferentes indican diferencias estadisticas (Tukey, P < 15 73.6d 24a 7.8a
0.05). 2.0 66.7¢ 22a 83a

DISCUSION

En general, en los experimentos in vitro se demostrd la
actividad antifungica del quitosano; el crecimiento micelial y
la esporulacion de los hongos R. stolonifer y Mucor spp.
variaron de acuerdo a la concentracion de quitosano aplicada,
se obtuvo una respuesta diferente dependiendo del género.
R. stolonifer mostré mayor susceptibilidad ante la aplicacion
de este polimero, al presentar mayores valores de inhibicion
del crecimiento micelial. Se observd que a mayores
concentraciones de este polimero, el efecto de inhibicion es
mayor, coincidiendo con estudios reportados anteriormente
(Bautista-Bafos et al., 2004, 2005; El Ghaouth et al., 1992 b).
La esporulacion de R. stolonifer y Mucor spp. disminuy6 al
incrementarse las concentraciones de quitosano,
concordando con los resultados obtenidos por Bautista-Ceron
(2004), quién observo una disminucion proporcional en la
esporulacion de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. y Sacc. El area, la forma y la densidad de las
esporangiosporas de R. stolonifer sdlo se modificaron con la
aplicacion de altas concentraciones de quitosano. Sin
embargo, en estudios previos no se observaron cambios en
la forma de las esporas de R. stolonifer por adicion de
quitosano (Hernandez-Lopez, 2002). En Mucor spp. no se
observaron cambios en la morfologia de las esporas, excepto
en los valores de densidad optica que reflejaron variaciones
con las concentraciones de 1.5 y 2.0 mg mL"". Por otra parte,
la germinacion de las esporas de R. stolonifer' y Mucor spp.
se inhibié con cualquiera de las formas de aplicacion del
quitosano; en otras investigaciones realizadas con C.
gloeosporioides, se encontr6 que la respuesta fue diferente
dependiendo de la incubacion en soluciones de quitosano y
se relaciono con el efecto fungicida o fungistatico del mismo

YLetras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P <0.05).

“L etras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
(Dunn, P<0.05).

(Bautista-Bafios et al., 2005); este estudio evidencia que es
muy importante el género y/o especie estudiada y la
concentracion de este polimero con actividad antifingica. E1
quitosano mostrd potencial antifingico in situ, variando de
acuerdo al género estudiado; a una misma concentracion del
polimero (2 mg mL™'), R. stolonifer mostré6 mayor
susceptibilidad que Mucor spp. en cuanto a infeccion e indice
de severidad se refiere. El efecto del quitosano sobre frutos
no ha sido del todo dilucidado, son varias las hipdtesis que
contribuyen a esclarecerlo, entre las que se encuentran, la
reduccion de las enzimas pectinoliticas (Reddy et al., 2000),
el incremento de hidrolasas antifungicas (Zhang y Quantick,
1998) y la induccion de cambios ultraestructurales y
citoquimicos en las hifas invasoras (El Ghaouth et al., 1997).
Por otra parte, también se ha demostrado que el efecto del
quitosano varia dependiendo del momento en que se aplique
(Zhang et al., 2005). El uso del quitosano en el control de las
enfermedades postcosecha es una alternativa de
conservacion de los productos horticolas durante el
almacenamiento, sin riesgos ecologicos, no obstante, es
necesario continuar profundizando en los diferentes aspectos
basicos que contribuyen a explicar el efecto de la aplicacion
de este polimero en los frutos.
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