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Introduccién

El arandano (Vaccinium corymbosum) es un cultivo que en México tiene un gran potencial por ser utilizado
para exportacion y muy atractivo por sus propiedades antioxidantes. Dado el pequefio tamafo del fruto, este
es susceptible a distintos factores de deterioro y ataque de fitopatégenos, siendo Boftrytis cinerea el principal
causante de pérdidas postcosecha de este cultivo. Este es un hongo necrotréfico causal de la enfermedad
del moho gris que alcanza la mayor expresion de sintomas de la enfermedad durante la etapa postcosecha
del arandano, por lo que es de suma importancia el control de este patégeno durante esta etapa, asi como
durante el almacenamiento del fruto. Como ya ha sido demostrado, los fungicidas sintéticos utilizados en el
control de fitopatdgenos representan un dafo al medio ambiente y la salud, por ello, se estudian diversos
sistemas alternativos al uso de estos fungicidas. El quitosano es un biopolimero biodegradable y no téxico,
es una de estas alternativas que ha demostrado buenos resultados para el control de distintos fitopatdégenos
presentes en frutos [1]. Asi mismo, se ha evaluado como agente inhibidor del crecimiento de algunos
patogenos, el acido salicilico que es un compuesto fendlico presente en las plantas, como una de las
alternativas al uso de fungicidas sintéticos. Al ser el mercado europeo uno de los principales consumidores
de arandano es un desafio lograr que este llegue con buena calidad a su destino. Por ello, el objetivo de
esta investigacion fue determinar la eficiencia in vitro del quitosano y acido salicilico como métodos
alternativos al uso de fungicidas sintéticos para el control del moho gris causado por Botrytis cinerea en
frutos de arandano (Vaccinium corymbosum).

Metodologia

Aislamiento e identificacion de Botrytis cinerea

Frutos de arandano en estado de madurez fisiolégico se obtuvieron del estado de Nayarit y se sometieron
a condiciones de temperatura y humedad establecidas (25 °C, 95 %) hasta el desarrollo de la enfermedad.
El patégeno fue aislado cortando pequefias secciones de tejido de 1x1 cm, las secciones de tejidos se
colocaron en agar papa dextrosa (APD) y se incubaron a 25 °C por un periodo de 6 a 8 dias bajo condiciones
estériles. La identificacion a nivel de género fue mediante analisis macroscopico y microscopico empleando
claves taxondémicas [2]. Para la identificacién a nivel especie se emplearon los primers ITS 1y ITS 2
mediante analisis molecular.

Determinacion actividad antifungica

Se llevé a cabo la evaluacion in vitro teniendo en cuenta la inhibicion del crecimiento micelial, esporulacion
y porcentaje de germinacion. Para ello se emplearon 3 concentraciones de quitosano de 90% desacetilacién
(0.5, 1, 1.5 % p/v) y 3 de acido salicilico (Sigma Aldrich) (2, 3, 5 mM). El medio de cultivo APD conteniendo
los distintos agentes de control se vertio en placas Petri de 9 cm de diametro. Como control se inocularon
placas con hongo sin tratamientos y el fungicida clorotalonil (Bravonil® 720 SC). Posteriormente se
colocaron en las cajas Petri discos de 0.8 cm con micelio de Botrytis cinerea de 5 dias de edad y fueron
incubados a 25 °C durante 10 dias bajo condiciones de oscuridad [3]. Se determind el diametro micelial cada
24 h por 10 dias mediante el programa ImageJ®. A las placas de los tratamientos y el control con 10 dias
de incubacion se agregaron 10 mL de agua destilada estéril, las soluciones obtenidas se filtraron mediante
gasas esterilizadas. El conteo de esporas se realizé con la cdmara de Neubauer, a través de un microscopio
Optico utilizando el objetivo 40X (Motic BA 300, Canada). El porcentaje de germinacién de esporas se realizd
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tomando 20 uL de la suspension de esporas obtenida de cada tratamiento y se afiadieron a disco de APD
(20 mm de diametro). Los discos fueron inoculados a 25 °C y cada hora durante 7 h a partir de la inoculacion
se realizo el conteo de la germinacién de esporas empleando un microscopio 6ptico (Motic BA300, Canada)
utilizando el objetivo 40X. Se considerd germinada la espora cuando la longitud del tubo germinativo alcanz6
el doble del didametro de la misma [3].

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con 5 repeticiones por tratamiento. Los resultados fueron
analizados estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANOVA) y se utilizé la prueba LSD Fisher (P
< 0.05) para determinar las comparaciones de medias empleando el programa estadistico Statistica v12.0
(StatSoft Inc., 2013).

Resultados y discusién

Identificacién del patégeno

Tras 7 dias de someter el fruto de arandano a condiciones de humedad y temperatura establecidas se
observaron los sintomas correspondientes a la enfermedad del moho gris. Posterior al aislamiento del
patogeno del fruto, se obtuvo una colonia con un crecimiento micelial concéntrico de color gris y con una
textura algodonosa (Figura 1). El analisis microscopico revelo estructuras formadas por hifas septadas con
ramificaciones y conidiéforos con abundantes conidios de forma ovoides y lisos. De acuerdo a la
identificacién microscépica y molecular se determind que el patogeno aislado del fruto de arandano
pertenece a Botrytis cinerea, agente causal del moho gris, ya que se observaron las caracteristicas
morfologicas propias de este patdgeno segun las claves taxondmicas descritas [2].

Figura 1. Crecimiento micelial de Botrytis cinerea a los 10 dias de incubacién a 25 °C. A: anverso de la
placa, B: reverso de la placa, C: conidiéforos observados al microscopio con objetivo 40X.

Evaluacion de crecimiento micelial

El crecimiento micelial de las colonias de Botrytis cinerea incubadas a 25 °C posterior a los 10 dias se vio
afectado por los tratamientos aplicados con respecto al control (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de quitosano (CH) y acido salicilico (AS) sobre el crecimiento micelial de Botrytis cinerea
a 10 dias de incubacion.

El porcentaje de inhibicion fue significativamente diferente (P < 0.05) para cada tratamiento (Tabla 1), siendo
el quitosano a una concentracion de 1.5 % el que mejor resultado mostré con un 93.38 % de inhibicion de
crecimiento micelial. En cuanto al tratamiento con acido salicilico el crecimiento de Botrytis cinerea
disminuyé significativamente siendo dependiente de la concentracion. Se plantea que como posible
mecanismo de accién del quitosano destaca su capacidad para interactuar electrostaticamente con la pared
celular del hongo afectando su integridad provocando, por tanto, cambios morfolégicos en sus hifas y
estructuras reproductivas [1]. Por otro lado, el acido salicilico puede activar péptidos antimicrobianos que
afectan directamente el crecimiento del patégeno [4].

Tabla 1. Efecto del quitosano y acido salicilico sobre el crecimiento micelial de B.cinerea.
Tratamientos Concentracion  Crecimiento micelial Inhibicién crecimiento

(mm) (%)

Quitosano 0.5% 30.91+3.04d 71.71+4.15d

1.0 % 26.38 +2.28 d 77.57 +2.80 d

1.5 % 13.42 + 4.04 ¢ 93.38 + 4.68 ¢
Acido 2 mM 86.00 + 3.06 b 4.88+3.73b
salicilico 3 mM 85.63+2.65b 5.29+3.24b

5 mM 49.8818.90 48.90 £ 23.06
Clorotalonil 0.3 % 0.0£0f 1000 f
Control - 90+0a 0.0x0a

*Los valores se expresaron como media * desviacion estandar (n = 5). Letras distintas en cada columna indican
diferencias significativas entre los tratamientos a (P < 0.05).
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Evaluacién de la esporulacion

El efecto de los distintos tratamientos sobre la esporulacion de Botrytis cinerea se muestra en la Tabla 2,
en la misma se observan diferencias significativas entre las concentraciones de quitosano y acido salicilico.
A mayor concentracion de quitosano y acido salicilico se obtuvo menor produccién de esporas/mL. Este
efecto provocado por el quitosano sobre la esporulacion de Botrytis cinerea es similar al trabajo desarrollado
por [5] en el cual el efecto de la aplicacion de quitosano a 1% sobre la esporulacion de Botrytis cinerea en
uvas, se ve disminuido significativamente. Dentro de los posibles mecanismos de accién atribuidos al
quitosano se plantea que este limita la formacion y crecimiento de las estructuras reproductivas del
fitopatdogeno por la interaccién que existe entre el compuesto y los fosfolipidos de la pared celular fungica
[6]. En cuanto al efecto que puede ejercer el acido salicilico como agente inhibidor del crecimiento de
esporas fungicas existe un reporte similar, en el cual la aplicacién de acido salicilico a 5mM disminuye la
esporulacion/mL de Colletotrichum sp. También se infieren que el efecto del acido salicilico exégeno se
puede deber fundamentalmente a su produccion de compuestos antimicrobianos que actuan sobre las
estructuras reproductivas del patégeno [7].

Tabla 2. Efecto del quitosano y acido salicilico sobre la esporulacion de Botrytis cinerea.

Tratamientos (Concentracién) Esporulacién (esporas/mL)
Control 3.00x 10" +£2.00 a
Clorotalonil (0.3 %) 0+0b

Quitosano (0.5 %) 4.20x10°+1.83 ¢
Quitosano (1.0 %) 3.10x10%+1.22¢c
Quitosano (1.5 %) 7.5x10°+£0.00d

Acido salicilico (2 mM) 9.60x10°+6.18 e

Acido salicilico (3 mM) 8.30x10°+5.69e

Acido salicilico (5 mM) 7.00x10°+1.29d

*Letras distintas en la tabla indican diferencias significativas entre los tratamientos a (P < 0.05).

Evaluacién del porcentaje de germinacion

La Figura 3 muestra como el quitosano y acido salicilico con respecto al control, influyeron sobre la
germinacion de Botrytis cinerea con el aumento de su concentracion. A excepcidn del fungicida clorotalonil,
el acido salicilico a 5 mM fue el que inhibié en un 90% la germinacién de las esporas, seguido del quitosano
a 1.5 % con el cual se alcanz6 solo un 41 % de germinacion. En este sentido se asevera que la diferencia
en cdmo actua el quitosano sobre el crecimiento del micelio y la germinacién puede estar condicionado por
distintos factores como las propiedades fisico-quimicas de este compuesto de origen bioldgico y asi como
la naturaleza del fitopatdgeno [4]. En cuanto al efecto antifungico derivado de la aplicacion de quitosano, se
ha demostrado que este puede interferir con la sintesis de RNA y proteinas, lo que estaria provocando en
las células fungicas salida de material citoplasmatico, nucledtidos y fosfatos [8].
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Figura 3. Efecto del quitosano y acido salicilico sobre la germinacion de B. cinerea.

Conclusiones

Se aisl6 e identifico mediante pruebas macro y microscopicas, de frutos de arandanos, el hongo Botrytis
cinerea, causante de la enfermedad del moho gris. Se evalué de forma in vitro la capacidad antagénica del
quitosano y el acido salicilico a distintas concentraciones, hacia B.cinerea. Como resultado de la evaluacion
de la inhibicion del crecimiento micelial el quitosano a 1.5 % fue el que mejores resultados mostré con
respecto al control y a los demas tratamientos con un 93 % de inhibicion. En cuanto a la esporulacién se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, siendo mas efectivo el quitosano a 1.5 % y el
acido salicilico a 5 mM. El proceso de germinacion del hongo se vio afectado por los tratamientos a medida
que aumentd su concentracion, aunque este no fue inhibido completamente. En general el quitosano y acido
salicilico, propuestos como alternativa al control fungico, intervienen en los procesos de crecimiento,
esporulacién y germinacion de Botrytis cinerea agente causal de la enfermedad del moho gris en frutos de
arandanos.
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