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RESUMEN

£l objetivo general de esta investigacion fué wvalorar *in vitro® e “in vivo" la accion
del quitosan en cepas patdgenas de pepino para lo cual se obtuvieron 10 cepas
de microorganismos provenientes de pepinos con dafio.

Se utilizaron frutos con infecciones de campo para aislar los microorganismos
patégenos a diferencia de cepas de catalogo para hacer mas factible la extension
de los resultados.

Se aislaron en Papa-Dextrosa-Agar (PDA) a pH 5.5; se purificaron y obtuvieron
cepas pertenecientes a los géneros Fusanum, Botntys, Cladosporium,
Colletrotrichum, y Pythium para posteriormente probar su sensibilidad al quitosan
*“in vitro®, aplicando el polimero en una capa sobre placas de agar.

El quitosan se dej6 difundir en el PDA antes de inocular con las distintas cepas en
diferentes concentraciones de esporas, dependiendo de los distintos
microorganismos. Los niveles de concentracién de quitosan evaluados fueron
1.5% (p/v), 2.0 % (p/V) y 2.5% (p/v), de esta valoracion “in vitro”, se obtuvo una
concentracion inhibitoria. '

Con la concentracidon obtenida (2.0%) se procedié a evaluar el efecto °in Vivo"
utilizando frutos sanos, lavados y desinfectados. Esperando una desviacidon ai
pasar al sistema “in vivo" se decidié probar también la concentracion siguiente
(2.5%) que presentaba un control de mas de! 60%. Ambas concentraciones dieron
mejores resultados de los obtenidos para la condicidn ‘in vitro® pues la
concentracion de 2.0% controld un total de 7 cepas y el de 2.5% a todas en el
nivel *in vivo®




Los resuitados obtenidos posibilitan la utilizacion de quitosan en pepino, pero al
igual que en la aplicacion de otro tipo de peliculas cubrientes, solo es
recomendable a frutos con una calidad adecuada y con un acondicionamiento
previo en el centro de acopio.




INTRODUCCION

La busqueda de altemativas para la utilizacion de materiales naturales con
actividad bioldgica para el control de microorganismos, hoy por hoy es un reto, ya
que en contraparte el uso indiscriminado de sustancias quimicas genera
problemas de acumulacién, gastos para su remosion antes del consumo, dafios
fitotdxicos (en el fruto), asi como residuos que imparten olores o sabores extrafios
impartidos al producto etc. Asl el hecho de saber que el quitosan, polisacarido
lineal cationico derivado de la quitina, relativamente soluble a pH #écido y que ha
sido aplicado para evaluar su actividad antifungica en aigunas cepas patdgenas
que atacan especies fruticolas, abre la posibilidad de utilizarlo en un fruto que en
nuestro pais tiene un aumento de produccion de mas de un 30% en los Gitimos
afios (1997) y que se exporta en mas de un 90% en un mercado (Estados unidos y
Canadd) que sabemos que es muy especial y cuidadoso de las condiciones antes
expuestas. En el caso de esta investigacion se trata de su aplicacion al pepino
Cucumis sativus, vy la limitante en la calidad es principaimente el ataque de
microorganismos.

Los microorganismos fliingicos causantes de la mayor cantidad de daffos en esta
especie son Botntys, Fusanum, Phytium, Collechotnchum, Cladosponum,
Rizoctonia, Rhizopus, y Sclerotinia . reportadas bibliograficamente como de
mayor incidencia, todos ellos responsables de deterioro de la calidad a diferentes
niveles, desde cambios de coloracién y textura hasta aparicion de micelio y
pérdida tota! de fruto.

Asi el Objetivo de este trabajo es probar el quitosan como agente de inhibicién
micética en patégenos de pepino.




ANTECEDENTES GENERALES

1.1 PEPINO (Cucumis sativus)
El pepino es una especie de la familia de las cucurbitdceas (Cucumis sativus), se
consume en fresco, adicionado de sal como acompafiante de carne o pescado, o
bien encurtido como los llamados “pickies” (1 .2)

La mayoria de los autores (; 4) coinciden en que es originario de Asia o Africa, ya
que en estos continentes existen cerca de 30 especies diferentes (q).

1.1.1 ANTECEDENTES BOTANICOS

Proviene de una planta herbacea, anual y rastrera provista de zarcillos. Sus flores
de color amarilio suelen ser femeninas o masculinas (14), la polinizacién se lleva a
_ cabo por insectos cruzando varniedades de la misma especie. El fruto es carnoso
de forma mas 0 menos cilindrica y alargada lo cual depende de la variedad de que
Se trate pudiendo ser del orden de 13 a 20 cm,1.2 +) generaimente de cascara verde
oscuro aunque existen vanedades de color verde clarog),. en ocasiones aicanza la
coloracién amarilla cuando se deja madurar en la planta, siendo ésta cubierta de
pequefios mamelones espinosos que la hacen ligeramente aspera; cuando el
pepino es tiemos) sus semillas se hayan en 3 compartimientos siendo ovaladas,
planas y blancas o crema pero también existen vanedades sin semilla;, y por lo
tanto no necesitan la polinizacién para formar sus frutos.

1.1.2 VARIEDADES EN MEXICO
Las variedades son diferentes dependiendo de! mercado al que se destinan, pero
la mayoria provienen de maternal mejorado, con caracteristicas deseables para el
consumidor, o qQue se conoce COMO variedades horticolas.



En general se clasifican como rebanables (slicers) y para encurtido (pickles),
aunque en ocasiones en estos Ultimos puede ser la misma variedad solo gque
cosechada antes de la madurez fisiologica.

Las variedades se han obtenido a través de afios de cruzas y experimentacion,
generando que algunas sean mas resistentes a las enfermedades o bien a
condiciones de determinada regién como alicalinidad o salinidad.

Entre las vanedades que se producen en el norte del pais destacan: la Dasher i,
Slice King, Poinsette 76, Sprint 440, Marketer , Hibrid Ashley,, cuya demanda se
destina para ios mercados de exportacion.

A diferencia de la produccion en el centro-sur donde resuitan de mayor
importancia: Poinsette, Stone, Sprint 4405, Dasher(y, las cuales también tienen una
amplia aceptacién para el mercado Nacionals)

1.1.3 COMPOSICION QUIMICA Y APORTE NUTRICIONAL
Quimicamente esta constituido por mas del 95% de agua,iz por lo que es un
envase delicado del preciado liquido, mientras que su contenido de carbohidratos
oscila entre el 2 y 4 % (3 o que implica sobre todo fibra, Su pulpa y cascara
contienen vitaminas como A y C (5 minerales (; 210).entre los que destacan K, P,
CayMg.y

Los aminodcidos que principaimente se encuentran constituyendo sus proteinas
son: &cido glutamico. aspartico, alanina. serina, y treonina. (.12

Existen las llamadas cucurbitacinas ias cuales son triterpenos y esteroles, que ie
imprimen sabores amargos, mediante las cuales los insectos identifican las
especies y contribuyen a la polinizacion. 12



El olor del pepino se debe a aldehidos insaturados en particular al trans-2,cis-6-
nonadienal que es e que da el aroma caracteristico, aunque existen otros
aldehidos que también contribuyen pero necesitan cantidades mayores para ser
percibidos. g

1.1.4 INDICES DE COSECHA
Una vez que ha transcurrido un periodo de aproximadamente 2 meses;, el fruto
entra en la etapa de madurez fisiologica la cual se evidencia a través de los
llamados indices de cosecha, los cuales establecen el estado fisiolégico del
producto 8 través de apreciaciones de color, tamafio, aroma, textura, o
composicion; en general los indices se han establecido de manera empirica, como
son:
« Coloracion verde en todo el cuerpo dado que la coloracion amarilla es signo de
senescencia. )
s Semillas de color blanco-cremoso.
Los indices objetivos mas aplicados sin descartar que existen diferencias respecto
a las vanedades que se utiiizan son:
o Longitud de 15-20 cm en promedio 10 que constituye 2/3 partes de su completo
desarrolio antes de mostrar signos de maduracion en la planta.
e Actividad de la poligalacturonasa en el tejido de |a cavidad en donde se
encuentran las semillas, ya que esta aumenta durante la maduracidnz).
» El valor de pH en la cavidad que contiene a las semillas diminuye cuando la
actividad de la poligalacturonasa aumenta ;) variando de 6.2 a 4.6,

1.1.5 COSECHA
Consiste en la recolecciéon del producto una vez alcanzada la madurez requerida y
de acuerdo 8l destino del mismo. Esta especie puede ser cosechads
mecanicamente mediante e! sistema destructor de la enredadera; 1) 3in embargo
se generan multiples dafios (golpes, rasgaduras o punciones) que a menudo



disminuyen su calidad; cuando se trata de material para consumo en fresco la
cosecha preferentemente se hace a mano con navaja(yse). en lugar de torcer el
pedunculo y correr el riesgo de rasgar el fruto lo cual facilita la invasion de
microorganismos por la iesion producida.

Cabe considerar que las condiciones econémicas que privan en el pais, como la
abundante y barata mano de obra favorece la cosecha manual.

Es importante que los cortadores 0 cosechadores tengan experiencia ya que los
indices de cosecha usados por ellos, varian dependiendo de las distintas
variedades que se manejan en la Repulblica; ademas que estos indices estan
directamente relacionados con los criterios de calidad que se consideran en este
producto.

Esta operacion se realiza a lo largo de casi 3 semanas, efectuando de 2 a 4 cortes
' por semana para asegurar |a calidad requerida.

1.1.6 CENTRO DE ACOPIO
Es el lugar en que se brindan |las operaciones basicas o de acondicionamiento
incluyen: limpieza, seleccion, clasificacion y envasado del producto.

Es recomendable que el centro de acopio se encuentre lo mas cercano posidle de
la huerta ya que el pepino al igual que otras hortalizas, requiere de un manejo
adecuado para mantener la calidad que alcanzé en campo.

Para el transporte de! campo al centro de acopio destacan el cajon de 300 Kg, las
géndoias de fibra de vidno con descarga por medio de agua. En cuaiquiera de ios
casos se sugiere mantener los recipientes de transporte libres de basura y evitar
una altura excesiva de la Carga para no tener Compresionesis)



Sin embargo en nuestro pais la modalidad, el orden y aun la practica de estas
operaciones dependen del mercado al que se destina el producto, ya que si se
comercializa en el Ambito nacional para centrales de abasto 0 mercados locales,
en ocasiones ni e! lavado se lleva a cabo, ya que implica gastos adicionales que, si
el productor es ademas el transportador, No esta dispuesto a pagar; en cambio si el
producto se compra a pie de huerta por los aimacenes o supermercados, estos se
encargan de brindar al pepino estas operaciones. Cuando el producto se orienta a
la exportacion el mismo productor se encarga de [os gastos o bien los
intermediarios hasta la puesta en frontera.

1.1.6.1 LIMPIEZA
Consiste en la remocion de suciedad y materias extrafias como tierra, hojas,
insectos o incluso residuos de fertilizantes o insecticidas.e)

Se recomienda sea himeda, frecuentemente en tanques de recepcion con agua y
cioro (60 ppm)s para reducir la carga microbiana mediante agitacion, se
recomiendan los cambios de agua. O bién se usan bandas con aspersores y
cepillos suaves.

Es conveniente un secado rapido en tunel para eliminar el exceso de agua.

1.1.6.2 SELECCION
Esta operacion tiene como objetivo eliminar aquellos productos dafiados por el 80,
insectos, ataques de MICroorganismos o que no tienen la forma y/o caracteristicas,
atribuidas a slteraciones genéticas, deficiencia nutricional e incluso el estado de
madurez especificado por el mercado al que se dirige.



Son necesarios los seleccionadores capacitados para poder distinguir atin los mas
ligeros daflos porque en las etapas posteriores estos pueden ser motivo de
contaminaciones o rechazo.

1.1.8.3 CLASIFICACION Y CALIDADES
Implica categorizar en grupos de acuerdo a las caracteristicas y especificaciones
de la Norma asi como los criterios de calidad, mismos que se establecen para
proteger al consumidor y estandarizar ios precios en el mercado, en base a ellos se
realiza la clasificacion en los diferentes grupos las cuales tendrén un destino y
costo definido de acuerdo a su calidad.

Se consideran color, tamafo, peso o alguna otra caracteristica medible, la Norma
de calidad para el pepinc en nuestro pais NMX-FF-023-1982 establece los
siguientes criterios, mostrados en la tabla 1 considerando la cantidad y tipo de
" defectos para cada grupo.

Tabla 1 CLASIFICACION DE CALIDADES DE PEPINO (NMX-FF-023-1982)

TAMANO | GROSOR (cm) | LONGITUD (cm) MEXICO MEXICO 1 MEXICO 2
EXTRA
A menor 3.5 menor 14 0 A A
8 3550 14.0-16 5 8 8 B
] 5165 140-16 5 C o] [
D mayor 6 5 mayor 16 5 D D

Fuente: Referencs 43

+ 4 tamafios (A,B,.C y D) de acuerdo a longitud y grosor, para establecer 3
calidades.

« La cascara puede ser del verde oscuro al claro.

e Los frutos deben ser fimes sin raspaduras, costras, rozaduras, manchas,
quemaduras de sol o enfermedades.

« Las puntas no deben hundirse al presionar sobre ellas.



e El amarillamiento es indeseable, sin embargo una ligera coforacion amarilla
también puede ser debida a que el fruto estuvo en contacto con el suelo o la
planta.

o La rugosidad de la cascara depende de la variedad.

e Estar bien desarroliados, tener sabor y olor caracteristico.

De acuerdo a nuestra norma se recurre principaimente al tamafio y peso para una
clasificacion mecéanica tomando en cuenta su longitud y grosor, utiizando rodillos
inciinados longitudinales (de cerdas, madera o metal) ios cuales forman un angulo
que permite ia variacion de didmetros desde la entrada a la salida, generando que
el producto vaya cayendo cuando encuentra el diametro de su clasificacion en
canales acolchados colocados debajo de los rodillos. (s 14)

Una variacion de este sistema utiliza 2 bandas de roditlos situados una encima de
la oftra, teniendo una separacion fija entre los rodillos que es mayor que el diametro
de la pieza que se vaya a seleccionar. Los rodillos inferiores se colocan de forma
que proporcionen una separacion escalonada variable entre las dos bancadas de
rodillos.

Otro criterio de clasificacion es por su peso empleando una banda con una serie de
compartimientos que relacionan de manera proporcional la longitud y el didmetro
con ei peso y mediante vibracién previa los acomoda en el centro. Una vez
realizada la medicioén, caen en la banda que los llevard a su contenedor. Este
equipo es mas adecuado porque al usar bandas la caida se amortigua,

Esta operacion también puede hacerse manualmente por personal capacitado.
1.1.6.4 ENVASADO

Puede ser en cajas o bien rejas de madera; en otros casos cajas telescopicas (que
se ensambian adecuadamente) de cartén corrugado, ambas proveen proteccion al



fruto de daflos por compresion y golpes. En ocasiones se prescinde del envasado
y se hace a granel, pero no es recomendabie por ila susceptibilidad al dafio. La
eleccién depende una vez més del tipo de mercado al que se dirige.

1.1.7 OPERACIONES ESPECIALES
Existen las operaciones denominadas especiales, dingidas principalmente por el
costo a productos canaiizados a exportacion, tienen como funcién mantener la
calidad, y mejorar la apariencia, implicando con ello un gasto adicional aparente,
pero incrementando el valor del producto al hacerio atractivo al consumidor incluso
por mas tiempo logrando vidas Utiles mayores.

1.1.7.1 APLICACION DE PELICULAS Y/O CUBRIENTES
Una gran variedad de frutos poseen naturalmente una capa de cera que les
protege de la pérdida de agua, permitiendo una adecuada respiracién aun en
condiciones relativamente bajas de humedad relativa o alta temperatura. Sin
embargo luego de una operacién de limpieza en donde se puede tallar o cepillar,
ésta se remueve parcial o totalmente, exponiendo al fruto a las condiciones
ambientales.c2 13,

El pepino al igual que otros frutos una vez separado de la planta que le proveia
agua, comienza a perderia i0 cual constituye su principal problema porque ésta
ocupa el mayor porcentaje en su composicion (95%).a1.n

Tradicionaimente la aplicacién de cera (camauba, abeja, parafina y mezclas o
formulaciones exprofeso) seguida de un cepillado pera proveer bnillo y
homogeneidad, ha sido utilizada para controlar la pérdida de humedad sobre todo
al sellar la cicatniz del pedunculo, principal ruta de transpiracion con lo que se
reduce ésta hasta en un 50%.¢z2¢)



En algunos casos las ceras naturales son mates,,y a diferencia de las artificiales
donde el brillo obtenido es un valor agregado por que hace el producto mas
atractivo comercialmente; la aplicaciéon de este tratamiento no mejora una calidad
deficiente por io que es necesaria una seleccién adecuada que asegure frutos
Sanos y una calidad que preservar.

Entre los métodos de aplicacion esta la inmersion y la aspersidngs). lo que implica
el uso de equipo diferente como en el caso de emuisiones,donde 8s necesario que
la superficie se encuentre seca y no permita dilucién de la capays), en soluciones
en solvente 0 cCOMoO espumas es necesaro maniener una adecuada agitacion en el
tanque para evitar la separacion del agua y ila cera, una vez aplicada se
recomienda en algunos casos el cepillado acompafiado de un secado a
contracorriente para fijar la capa 2.¢,13)

El equipo mas ampliamente usado combina la aspersién con el cepillado. Los
frutos son rodados a través de una banda la cual tiene entre 8-12 cepillos
rotatorios mientras que la cera se asperia por boquilias que se mantienen
aproximadamente a 25 cm. de altura, la cantidad de cera depositada en el
producto depende de! tamafio del mismo, la presion de la emulsion y la velocidad
con que el producto pasa por unidad de tiempo.(13) Para mejores resultados el
secado puede hacerse en un tunel a contracomente, en frio o con alta
temperatura., 13)

Varias compafiias han desarrollado formulaciones de peliculas cubnentes en los
que incluyen aditivos, con caracteristicas tipo fungicidas, o incluso inhibidores de
SeNBeSCeNcia (2.13,1s) @specificas para los diferentes productos.

Actuaimente se pueden aplicar peliculas de ‘&ra naturaleza como polimeros de
carbohidratos como pectinase, 0 emulsiones plisticas derivadas del acetato de
vinilo o polietileno, asi como resinas sintéticas sin embargo la mayoria de éstas
se encuentran en desarrollo tecnoldgico y su uso es todavia restringido.



A pesar de su funcionalidad, la splicacion de peliculas debe ser controlada ya que
inadecuadamente dosificada o formulada puede interferir con la respiracién normal
del fruto (acumulacion de CO, y deficiencia de O:) generando problemas
especificos como el picado en pepino..ze.is)

Esto es debido a que entre el fruto y la pelicula se forma una micro atmésfera que
es necesario monitorear tomando en cuenta que el pepino es un fruto clasificado
como no climatérico, debido al comportamiento de su actividad respiratoria luego
de la cosecha, no presenta un incremento, sino que se mantiene relativamente
constante; es decir que existe e! intercambio de gases (requieren O, y desprenden
CO2, calor y vapor de agua). Sin embargo se dan cambios quimicos de deterioro
hasta liegar a la senescencia de manera similar a ios productos climatéricos pero a
un ritmo mas lento; de lo que se desprende que en una atmdsfera modificada
propiciada por la aplicacién de una pelicula puede mantenerse al pepino por mas
) tiempo atenuando los cambios propios del envejecimiento o senescencia y
manteniendo la calidad.

El uso de atmésferas modificadas es una técnica que no deja residuos quimicos
en los alimentos y se refiere basicamente a cualquier atmésfera con un contenido
gaseoso diferente a la deif aire normal (20-21% de O,, 0.03% de CO;, 78-79% de
N, y trazas de otros gases.) Las atmosferas controladas se refieren a aquellas
estrictamente controladas durante todo el periodo de almacenamientos,

Es importante el efecto de las atmésferas en el deterioro de los frutos propiciado
por las condiciones que les rodea; por efecto de una stmoésfera indecuada se
pueden generar cambios composicionales COmMo color, textura y sabor, existien
evidencias de que al crear una atmisfera controlada sdecuada is pérdida de
clorofila y la biosintesis de carotenoides as reducida, se retarda el ablandamiento y
el deterioro de! sabor caracteristico porque se mantienen entre ciertos vaiores de
acidez y pH.()



Al retardar la senescencia se genera que el ataque de MICroorganismos se vea
pospuesto. Ademas que una atmosfera diferente influye directamente en la
germinacion fungal o bacteriana.

Experimentaimente se ha encontrado que las concentraciones de gases
recomendadas para el pepino son: 5% de CO; o 5% de O, ya que retardan el
amarillamiento tipico de senescencia. Una concentracion mayor de CO; propicia la
degradacion de ciorofila (amarillamiento), sin embargo una combinacion de ambas
condiciones genera un aumento en la susceptibilidad a la baja temperatura. ) La
concentracion de CO2 no debe exceder 10% o el O; estar abajo del 2%:g,

El efecto de la baja temperatura en esta especie propicia el dafio por frio por lo que
se debe mantener en un intervalio limitado. Si se mantiene a 10°C o menos sufren
dafio por frio, si se someten a 15°C o mas se favorece el amarillamiento siendo el
6ptimo alrededor de 12 a 13°Cyg El daflo por frio se reconoce como picaduras
poco profundas generadas por la desecacion, el colapso de las células forma estas
picaduras las cuales coalescen y se forman depresiones superficiales. ¢ La baja
de temperatura reduce asi mismo la resistencia de las células a la invasion de
patdgenoss

1.2 QUITOSAN
1.2.1 origen del quitosan

El quitosan es un derivado de la modificacién quimica (desacetilacion) de la
quitina, sustancia natural procedente de el excesqueleto del camaron, langosta,
jaibas y demas crustaceos.
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Estructuralmente la quitina es similar a la celulosa, un polimero de unidades de
glucosa, en cuanto al enlace intermonomeros 1-4, pero la diferencia entre los dos
polimeros es que el grupo hidroxilo en la posicién C; de la celuiosa es remplazado
en la quitina por un grupo acetamido (NHCOCH:)17,19)

Cuando ia quitina se hidroliza en medio alcalino, esta se desacetila y convierte a
“quitosan” utilizando NaOH 6 KOH a temperaturas elevadas, modificandose sus
grupos funcionales y por ende sus propiedades, como el voiverse hidrosolubie en
condiciones acidas. Entonces es conocido como el (1-4)-2-amino-2 deoxi (3-D-
glucosa.(17,10). Ver esquema 1 de Estructura del quitosan; este derivado quimico ha
recibido gran atencién tomando cuenta su potencial por ser un buen polication y
tener aplicaciones importantes en diferentes areas.

Esquema 1. -ESTRUCTURA DE QUITOSAN
CH;0H

CHOH

Ot
NH-CO-CH,
N}

S

Obsérvese como los grupos NHCOCH; de quitina (acetamido) cambiaron a NH;
(amido) en quitosan.

El quitosan es uno de los pocos polielectrolitos catidnicos y esto constituye una

excepcion porque la mayoria de los hidrocoioides © polisacaridos usados
comerciaimente son neutros o polianidnicos, esto da grandes posibilidades de
accion al interactuar fuertemente con materiaies de cargas negativas por ejemplo
proteinas, polisacéndos o #écidos nucieicos pudiendo asi formar geles con un
adecuado contraién.




La higroscopicidad del quitosén es significativamente mas alta que la de celulosa
microcristalina, debido a diferencias en la cristalinidad de los productos, en la
cantidad de los grupos formadores de sal y en el contenido de proteinas de los
materiales.(ts)

La humedad de equilibrio del quitosan esta en funcion de la humedad relativa sin
ser afectada aparentemente por el peso molecular del quitosan, el cual es de 1.2 x
105 daltons.(",

1.2.2 CARACTERISTICAS DEL QUITOSAN

1.2.2.1 SOLUBILIDAD
El quitosan es soluble en HCI diliudo, nitrico y ligeramente en fosférico pero
insoluble en solventes acuosos aicalinos o neutros. Es soluble en polioles
acidificados sin embargo el mejor solvente encontrado es el acido férmico en
sistemas acuosos de 2 8 100%.(1e)

1.2.1.2 PROPIEDADES FUNCIONALES
Presenta propiedades emulsificantes segun Furda (1980) con una capacidad de
emulsion de 900+/- 47 ml. Aceite/g. de quitina mediante sonicacidn para producir la
emulsién. Los dcidos minerales se unen a los grupos acetamido © amino en caso
de quitosan.

El principal onigen de afinidad anidnica bajo condiciones écidas se debe a la_
atraccion fisica entre {os aniones y el agua solvatada con residuos glucosidicos de
las cadenas moleculares de Quitina.

El quitosan forma, en presencia de contraiones anidnicos, geles ionotropicos, de
estabilidad mecanica similar a la de los geles de aiginato de calcio, y sus
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caracteristicas como: la fuerza de fractura, modulo de elasticidad y tiempo de
relajacion dependen de los procedimientos de preparacion.

1.2.1.3 PROPIEDADES DE ENLACE
Entre los usos potenciales debido a su facultad de formar enlaces catidnicos se
puede mencionar sus propiedades secuestrantes de colorantes al combinarse
probablemente con los grupos amino y carbonil aminoys20) ©n la ayuda de
recuperacion de proteinas (17, grasas y carbohidratos.

La viabilidad para la remocion de metales indeseables como el mercurio, plomo,
zinc, cobre, cromo, plutonio, y uranio, asi como la remocion de elementos traza en
agua de mar por cromatografia en Quitosan.(i7, 1e)

1.2.1.4 PROPIEDADES BIOLOGICAS
Se ha investigado la aplicacidn del quitosan en el drea biomédica debido a que no
es toxico, y faciimente biodegradable. Se ha encontrado entre otras actividades
que reduce los niveies de colesterol en la sangre y estimula el sistema inmune.
Cuando se adiciona quitosan a una semiila se tienen incrementos en la produccion,
aparentemente debido a la proteccidn Que da durante la germinacion a la semilla
por probable interaccién con microorganismos patogenos. e

12.1.5 CONTROL DE MICROORGANISMOS EN FRUTOS
POSTCOSECHA
El control quimico en frutos postcosecha, se ha vuelto una parte integral del -
manejo y comercializacion. El deterioro se debe en muchos casos al ataque de
patogenos como bactenas, virus, parasitos y hongos. En especial los de origen
fungico, provocan pudriciones que facimente se pueden extender.



Es necesaria una adecuada seleccion del producto ya que la aplicacion de
fungicidas constituye un gasto adicional. Es importante que el fungicida no afecte
la superficie del producto, es decir no sea fitotdxico 215y En realidad los productos
quimicos pueden clasificarse como fungicidas o fungistaticos, los primeros matan
al microorganismo debiendo estar en contacto directo con él para ser efectivos, los
segundos inhiben la germinacion de las esporas, reducen la proporcion de
germinacién y crecimiento del microorganismo.

La mayoria de los productos en el mercado son fungistaticos. Entre los biocidas
efectivos estan el cloro y el didxido de azufre (SO.) los cuales se han empleado en
aguas de lavado y durante o posterior a la limpieza. Otros productos han sido
aplicados teniendo como vehiculos las ceras y/o peliculas cubrientes.

Los primeros en usarse fueron el carbonato de sodio y el bérax, en los 50, se
desarrollaron los derivados del ortofeniifenato de sodio como el ortofenol ya que
aquel causaba lesiones en el tejido a manera de escaldado.

Posteriormente aparece bifenil, efectivo pero dejaba un extrafio olor a
“hidrocarburo®, después aparecieron los de la serie de TBZ tiabendazol, benomil y
metil tiofenato.

Estos inconvenientes han generado un desarrollo més cuidadoso, tratando de
evitar problemas de tolerancia y normatividad.

Entre las caracteristicas deseables en un fungicida podrian mencionarse ser
* soluble al agua, tener un amplio espectro, no ser fitotdxico, ser de uso seguro, no
dejar residuos toxicos en los consumidores. no presentar un sabor extrafio y tener
un bajo costo (1,

En pepino existe el antecedente del uso de actidione (10 a 12 ppm) o aureofungin
(50 a 200 ppm) en dimetil formamida que protegen al fruto por 50 6 70 horas de



ataque de Pithyum. También pruebas con écido bdrico (1%) y Borax (4%) han
demostrado control de microorganismos. )

1.3 DANOS CAUSADOS POR ENFERMEDADES FUNGICAS

Los hongos en pepino son causantes de diversas afecciones, desde perdidas de
calidad por aparicién de manchas, y cambios de coloracion hasta marchitamientos,
zonas suaves y aparicion de micelio que se extienden rapidamente por los frutos
provocando perdidas totales.

Entre los hongos que generaimente atacan al pepino y ailguna otra cucurbitdcea
estan Colletotrichum causante de Antracnosis, Cladosponum identificado como
Rofia, Rizoctonia, Phytium, Rhizopus, Botrytis, Fusanum y Sclerotinia. Los cuales
se identifican y asocian a los daflos provocados en pepino COmo sigue.

1.3.1 DESCRIPCION GENERAL DE LOS AGENTES FUNGICOS
CAUSANTES DE ENFERMEDADES EN PEPINO

/i ichum (An N

Subdivision Basidiomycotina (basidiosporas), orden Melanconiales. No poseen
conidiéforos libres, sino intimamente unidos.

Constituyendo un (Acervuio o pequefias almohadillas), céreo, subepidermico,
tipicamente con espinas o setas en la orlla, en ocasiones los conididforos son
negros, simpies, incluso alargados. conidios transparentes, ovoides u oblongos.
Estados imperfectos de giomereila. Este género difiere de gleosporium en que
tienen espinas. ) 2z




En pepino los signos de ataque son: Los frutos jévenes mueren y los maduros
desarrollan depresiones oscuras en el borde y con un centro llagado y con
apariencia de polvo naranja o rosa claro. Finalmente Las lesiones viejas son
negras y pueden tener centros blancos cubiertos de puntos negros, la pulpa se
seca y vuelve quebradiza, amarga o insabora.

Forma de ataque: No necesita heridas ya que es de los denominadas
enfermedades latentes, esto implica que el microorganismo arriva después del
amarre del fruto. Se desarrolla a 21-27°C 1 2324

Subdivisién Ascomycotina, orden moniliales, familia dermatiaceae. Micelio oscuro o
ahumado (negro, gris, castafio u olivaceo), en el reverso de la colonia el color varia
de negra-azulado opalescente a negro verdoso. En acercamientos las hifas
pueden parecer con escasa coloracion, septadas con conidiéforos altos, oscuros,
verticaies ramificado cerca del apice, apifiado o simple; generaimente ios conidios
son oscuros, (blastosporas), variabies en forma y tamafio, de ovoide a cilindrico e
iregular, algunos tipicamente con la forma de limén, formados por gemacion,
frecuentemente cadena de acropétalos simpie o ramificada, pardsito de otras
plantas o saprofito monocelulares de jovenes y pueden ser bicelulares al alcanzar
el desarrolio. ;21.22)

En pepino se forman: Manchas pequefias grisdceas ligeramente humedas,
cambian a oscuras y emiten goma. Al final Manchas secas de aspecto corchoso,
en condiciones humedas se forma una capa verde olivo Qque cubre el tejido
dafiado. (1,.232¢)
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Clase Hyphomycetes, orden moniliales, familia Agonomycetaceae; sin cuerpos
asexuales y esporas, esclerotia café a negra, variable en forma, entreformando y
conectando con fibras miceliales, hifas cafés, con largas celdillas de rama septada
que sale de la hifa principal en angulo recto, pardsito, principalmente en raices y
otras partes de la planta bajo la tierra. 21 22

En pepino se denota por: desarrollo en la cara de base (contacto con el suelo.
En los frutos jévenes da decoloracion amarilio-café con manchas iregulares
sumidas. En los frutos maduros las manchas son grandes depresiones

En alta humedad un moho denso se desarrolla en las manchas

Forma de ataque: Suciedad y temperaturas arriba de los 27°C. (1 2324

Phytium

Es de la subdivision Zygomycotina (todos los que se presentan en alimentos son
no septados), clase oomicetes; sus esporas sexuales son oosporas del orden
peronosporales, familia pythiaceae. Micelio ocenocitico abundante. Algunas
especies son las responsables de las pudriciones de hortalizas, otras son
patégenas para las raices. Los esporangios producen 4 zoosporas moéviles.

Esporangios filamentosos inflados de tamafio muy variable, oogonios esféricos,
terminales raramente intercalares, anteridios generaimente moclinios, los diclinios
tipicamente intercalares, de 1 a 2 por ocogonio en forma de barril o de cupula,
cilindricos o ampliamente claviformes; oosporas apieroticas. (21 2



En pepino se evidencia por Manchas verdes oscuras reblandecidas. En puntas
aparecen partes podridas cubiertas de crecimiento al!godonoso. Posteriormente
puede escapar savia de las zonas dafladas

E! ataque es por: Frutos dafiados o abiertos, partes viejas de la flor o
salpicaduras sucias. (12324

Rhizopus

Subdivisién zygomycotina, clase zygomycetes, orden micorales, familia
micoraceae, género Rhizopus. Participa en la alteracién de muchos alimentos:
fresas y frutos similares, hortalizas, frutas diversas, pan, etc. Las caracteristicas
mas tipicas son: Hifas no septadas, posee estolones rizoides y se oscurecen
frecuentemente al envejecer, los esporangios son grandes y generaimente negros
se originan en noédulos en los que también se forman rizoides, culumela
hemisférica y apofisis (base del esporangio) en forma de copa, micelio abundante,
algodonoso, y carece de esporangiolos. 122

En pepino lo encontramos como: Grandes manchas blandas con margenes
definidos, luego se vuelven suaves y hundidas, moho gris suele
crecer en la cavidad de las semillas. (1 23.2¢)

Botytis

Subdivisién Ascomycotina, orden moniliales, clase fungi imperfecti, familia
moniliaceae, género Botrytis .Es un moho septado, lanoso, pélido, pardo griséceo
carece de esporas sexuales. Conididforos libres que surgen del micelio
imegularmente, bastante largos, rigidos, irmegularmente ramificados,; los dicétomos
cerca del Apice, las células apicales son alargadas o redondeadas formando
racimos de conidios en esterigma corto, conidios (botryobastosporas) son hislinos
a coloreados como ceniza, en una masa gns, una célula ovoide, esclerotia negra



irregular se produce frecuentemente en su parte distal llevan conidios agrupados
en forma de racimos, pequefios ovales, esclerocios verde sucio que mas tarde se

vuelven negros. 21.22;

Primeros signos: Las puntas del fruto se cubren con un crecimiento gris. (1.2324)

Fusanum

Subdivision Deuteromycotina, orden moniliales, familia Tuberculariaceae
conidiéforos cortos, en mangjos o hacecillos, en forma de almohadilla. Son dificiles
de identificar y el aspecto del cultivo es variable. Cadena de micelio extensivo y
algodonoso en cultivo, rosa, purpura o amarilio en el micelio o medio. Conidiéforos
vaniables, escasos y simples o fuertes, cortos ramificados irregularmente,
apariencia de verticilo de fidlides, simple o agrupada en la esporodoquia conidia
(halosporas) hialina variable, principaimente de 2 tipos, frecuentemente sostenida
en cabezas pequefias y himedas, macroconidios septada, ligeramente curveada o
inclinacién en las puntas, tipicamente en forma de canoa. La caracteristica mas
importante es el macroconidio falciforme de varias células gque pueden ser
ligeramente coloreado;, frecuentemente presenta también microconidios
monocelulares, ovoides u oblongos, unas veces crecen independientemente y
otras en cadenas. Algunos conidios intermedios, de 2 o 3 células oblongas o
curveadas, parasilo en plantas supenores o sapréfito en material marchito. Un
gran y variable género a veces colocado en las tuberculariceae porque varias
especies producen esporodochia. (21.22)

En pepino los primeros sintomas son: dreas circulares que al desarmollarse
producen una pudricién seca y presentando a manera de anillos concéntricos.

{1.2).2¢)



Sclerotinia

Orden moniliales, familia Agonomycetaceae, Clase ascomycetes. Sus esporas
sexuales son ascosporas. Algunos géneros sobresalen como éste son
responsables de algunas descomposiciones en su fase conidial. Los conidios, en
forma de limén estan en cadenas, teniendo un disyuntor que los separa. 21.22)

En pepino los primeros sintomas son: Frutos infectados que se cubren de un
crecimiento blanco, rdpidamente se vuelve suave y acuoso. (123 2¢)

1.3.2 EFECTO DE QUITOSAN EN HONGOS

La pared celular de muchas especies de hongos a excepcidon de oomicetos y
levaduras contienen quitina. ;s 27,2e) 8prox en un 1%, y existe la evidencia de que en
la naturaleza al encontrarse hongos como zigomicetos g 0 Actinomicetos (272s) €n
presencia de quitosan muestran un favorecimiento hacia la forma latente del
organismo, es decir éste deja de ser patégeno o de plano se inhibe, ademas que la
concentracion de quitosan en él aumenta. Por ejemplo se ha encontrado quitosan
acumulado en clamidosporas dormidas, las cuales al germinar reducen los niveles
de quitosan. (e

La explicaciéon de este efecto la definen en términos de que el quitosan con sus
grupos amino, cargados positivamente interactuan con los grupos fosfato
negativos de los acidos nucleicos del material genético de los hongos (132728, ©n
especial cuando los polimeros de quitosan tienen 7 unidades inhibiendo el
crecimiento de los hongos. Por otro lado parece que en las plantas se induce a la
expresion de genes (13.2627). Ya que se detectd un aumento en la produccion de
proteinas y de enzimas como las fitoalexinas, pisatin, incluso enzimas antifungicas
asi como enzimas hidroliticas entre las que destacan quitinasas, Quitosanasas o7, y
fi-glucanasas (13262720) 80€MAS que se incrementan los compuestos fendlicos
asociados a la pared induciendo cambios en la permeabilidad de la membrana

(26.27.29)
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En pepinos se ha encontrado que existe la presencia de quitosanasas en
diferantes érganos, del tipo acidicas en todos y bésicas en semillas, frutos, flores y
raices jovenesgys). Estas formas moleculares han sido encontradas en hojas de
pepino estresadas quimicamente o por patdégenos, asi se cree que juegan un rol
de defensa contra ia invasién de patégenos al hidrolizar la pared de hongos, 29

La actividad de quitosan decrece ligeramente en hojas y raices durante el
crecimientogg,. Lo que sugiere que la actividad puede ser una funcion de
degradacion del tejido de colenquima ***

Los patdgenos entonces pueden ser inhibidos o estar bajo la accién tanto de su
propio quitosdn como de las fitoalexinas del huésped, inducidas por el quitosan
liberado @7

La forma en que puede estar actuando el quitosan a nivel de genes es al acoplar
sus unidades positivas con las cargas negativas en la hélice de DNA del hongo.
Induciendo cambios conformacionales del DNA (hélice de forma B) a (Hélice de
forma Z)2e)

Una explicacion de la diferente accion del quitosan en el matenal genético de
plantas y hongos. puede ser debido a los diferentes tamaftos de genoma por ej.
Fusarium es de 2.4 x 10’ bases contra 4.7 x 10° bases de los chicharos, asi el
materia! disponible para interactuar es menos en Fusarium que en chicharos y
puede afectar distintas funciones en cada casoze,

Se ha aplicado quitosan a la superficie de chicharos antes de infectarios y
posteriormente se han utilizando radioisdtopos que muestran gue las enzimas en la
cascara, rompen la pared celular de hongos e intervienen en la sintesis de RNA y
en el crecimiento del hongo zs) mientras que en el mismo chicharo los
fragmentos activan la produccion de enzimas y proteinas (¢zs) selectivamente



sintetizadas como respuesta de resistencis inducida, al tiempo que hay un
incremento en la actividad de enzimas de rutas secundarias, por ende se inicia la
produccién de antifungicos como la fitoalexina y pisatum asi como enzimas
hidroliticas quitinasas y B-glucanasas;zs) todos con potencial de atacar y liberar
oligomeros de carbohidratos de las paredes celulares de los hongos7)

Esto es probable porque una pequefia cantidad de quitosan puede penetrar en el
nucleo de ia planta, conteniendo una gran cantidad de cromatina y puede mas
faciimente aliterar la conformacion de la cromatina en regiones seiectas causando
asi cambios de transcripcion preferentemente que suprimiendo la sintesis de RNA
como es posible con los hongos, los cuales contienen mucho menos DNA.

Sin embargo no todos los hongos se ven inhibidos de igual manera ya que esto
depende de su composicion, asi el crecimiento de hongos enfrentado al quitosan y
que tienen éste como mayor componente, no se inhiben con él ya que parece que
tienen mecanismos de eliminacidn o degradacién ; algunas especies de fusarium
pueden incluso regular sus niveles de quitosan, pues al crecer en exceso no
crecen, pero al eliminar el exceso de quitosan del medio éste, reanudar su
crecimiento e, 27)

También se ha aplicado el quitosan a trigo y lentejs aumentando la produccion en
un 10 a 30%ge, al disminuir las pérdidas por pudricion. En plantas de tomate
quitosan puede incrementar la produccidn de proteinasas.

Estimular 1a produccidn de monoterpenos en pinos y junto con quitina inducir la

lignificacién de hojas de trigo y proteger del deterioro de patogenos:s, En frijol y
rabanos disminuye la pudricion de raiz por Fusariumgz,
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1.4 ANTECEDENTES ECONOMICOS DE PEPINO

1.4.1PRODUCCION Y EXPORTACION

PRODUCCION

El pepino es ampliamente consumido en nuestro pais, lo cual se refleja en las
301,000 ton que en promedio se han cosechado en ios ultimos 9 afios. La tabla 2
muestra la produccién anual de pepino a partir de 1989 a 19973,

Como puede observarse (Figura 2) en el pasado ciclo esta cifra aumenté en un
37% respecto al promedio o que indica que la comercializacion del producto va en
aumento
Figura 2

Produccién anual de pepino en
toneladas
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Fuente: Anuarios de la produccion SAGAR ss.s7
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En el pais los estados con mayores producciones son Sinaloa, Michoacan y
Morelos y se mantienen constantes desde 1989 coincidiendo con los estados que
tienen mayor desarrolio tecnolégico y organizacion.

EXPORTACION

En cuanto al mercado externo nuestro pais exporta pepino principaimente a
Estados Unidos de América y Canada, siendo el primero, el comprador de mas del
90% de las exportaciones, alrededor de 250,000 ton (affo de 1997). Sin embargo
en los Ultimos 4 afios ha sido importante la apertura de nuevos compradores como
Francia, Afganistan, Reino Unido e Irfanda entre otros, los cuales a pesar de no
tener demandas tan altas como las de E.U. son indicadores de que el mercado de
este producto tiene amplias posibilidades de expansion. s

1.4.2. QUITOSAN

En nuestro pais, ia mayor produccidn de camaron corresponde al Golfo de México,
en la zona de Yucatan y Campeche, siendo este Uitimo el productor de casi el 70%
del volumen total )

En la Gltima década la captura fue de entre 60 y 80 mil toneladas anuales en peso
fresco.

Actuaimente, México es uno de los pnncipales proveedores mundiales de camarén
y ocupa el 7° lugar en volumen capturado, de! cual entre 20 y 30 mil toneladas se
destinan al mercado de exportacion de Canada, Espafia, Estados Unidos,
inglaterra y Japén principaimente el resto a consumo nacional. Esto da una idea
del potencial para extraer quitina de la céscara de camaron, de manera que
después se desacetilara este para obtener quitosan, que tiene nuestro pais sin
embargo todavia no se hace esto comerciaimente.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Valorar “in vitro® e “in vivo" la accion inhibidora del quitosdn en cepas
patoégenas de pepino.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Aislar e identificar a nivel de género los principales causantes de ataque
fungico en pepino (Cucumis sativus).

2.- Realizar pruebas de sensibilidad “in vitro® a las cepas saisladas usando
diferentes concentraciones de Quitosan para determinar ta Concentracion
Inhibitona (Cl).

3.- Realizar pruebas de sensibilidad “in vivo" usando la Concentracion
Inhibitoria (Cl) a las cepas aisladas.




METODOLOGIA EXPRESADA EN CUADRO DE BLOQUES

I Valorar *in vitro” @ *in vivo® ia accitn del quitosén en cepes patbgenas de

OBJETIVO GENERAL

pepino
OBJETI\Z) PARTICULAR 1 l ‘
Aislar @ identificar ios OBJETIVO PARTICULAR 2 OBJETIVO PARTICULAR 3
principales causantes de staque Realizar prusbas de sensibilided *in vitro® R..lll!’ ptunb.o
fungico en pepino (Cucumis a las cepes sisiadas usando diferentss sensidilidad “in vivo® usando
sativus) CONCANIaciones 3o quitossn pars m MIC on ias cepas
determinar ia Concentracién aisladas
v ()] 3
OBYENCION DE CEPAS ‘
mpor MIml * Apiicacion de quitosén a
Caracterizacién de los principaies DETERMINACION DE DIFUSIVIDAD DE pepino
signos QUITOSAN EN PDA e Secado de fnnos

e Cambio de coloracidn
« Cambio de textura
o Aparicidén de micslic

v

SIEMBRA EN PDA
pH similer a pepino

AISLAMIEﬁ O EN PDA

Técnica: Penicilindros y pozos
Variable de respuesia; Didmetros de

Estadistico: Prueba de t.
Diferencia de medias

CONFIRMACION
INOCULACION EN PEPINOS
SANOS
+ Comprobaciéon de signos
s Determinacion de tipo de
indcuto

INOCULACION
Constantes : To= 24.25C
HR= 85-90%
A 4
AISLAMIENTO DE
MICROORGORGANISMOS
CONFIRMADOS
v

|

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD “IN
VITRO®
Método. Halos de inhibicion
Varisble de respuesta: Crecimiento an
diémetros (cm)
Variable independients: Concentracion
de quitoesn
Niveles: testigo, 1.5, 20,25 %
Estadistico: Bioques siestonzados
Andlisis de veriancis

'

Determmnacion de la Conosntracion
lnhibitoria (Cl)

-

v

Preparar indculos

v

PRUEBA °IN VIVO® a las
CONCENTRACIONES DE
2.0% Y 2.5% DE
QUITOSAN piv
Método: inoculecion
directa
Varigble de
respussta: inhibicion de
MICTOOrganismos
Variabie independients:
concentracion de! indculc
Temperstura
ambiente.(24-25°C)
HR= 85-80%

DETERMINACION DE INOCULOS
o Identificacién de esporas
o Conteo de seporss
Técnica : Cémars de Neubeuer

IDENTIFICACION DE LAS >
CEPAS PATOGENAS
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El objetivo general quedé conceptualizado como “Valorar “in vitro® e “in vivo® la
accién inhibitoria del quitosan con cepas patégenas de pepino™; para cubrirlo se
plantearon tres objetivos particulares, de tal manera que para el Objetivo 1 “Aislar
e identificar los principales causantes de ataque fungico en pepino” Cucumis
sativus se contemplaron en el cuadro metodologico.

Primeramente se procedié a adquirir pepinos enfermos apreciando los signos de
deterioro por ataque de microorganismos como fueron: coloracién anormal de la
cascara, textura, y apreciaciones de crecimiento, comoc micelic aéreo.
Considerando la zona de la lesion, tanto en el extremo distal como en el estilar del
fruto ( apéndice 1). :

El material lesionado fue adquirido en la Centra! de Abastos y en el mercado de
Rio Blanco; el producto fue originario de Morelos, Guanajuato y Guerrero. Se
realizaron 3 muestreos de aproximadamente 30 individuos cada uno.

Para facilitar la expresion de los signos y/o la aparicién de micelio se cred un
ambiente con humedad relativa de aproximadamente 95%, temperatura de
alrededor de 26°C y el tiempo necesarioc hasta la expresion de dafio o del micelio;
utilizando para ello una cAmara humeda propiciada con agua glicerinada al! 3%.

Se observaron y anotaron las caracteristicas iniciales asi como los cambios
posteriores.

Siembra y aislamiento

Una vez evidentes las lesiones se procedié a la siembra de pequefias areas en
Agar Papa- Dextrosa (PDA ) a pH de 5.5, y se mantuvieron a una temperatura de
25 a 26°C para su incubacion.
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Posteriormente se tomaron datos de las colonias que crecieron, referentes a
morfologia colonial, caracteristicas vegetativas de! microorganismo y las
estructuras reproductivas revisadas al microscopio 6ptico, asi como la apariencia
general de las colonias.

Al obtener los microorganismos se procedio a aislarios con e! objeto de asegurar
tener solo cultivos puros via la resiembra. Se hicieron pruebas de siembra en un
medic especial, agar-pepino elaborado en el laboratorio. Considerando que éste
seria mas adecuado para |a expresion de los microorganismos.

Confirmacién de cepas patdégenas

Las cepas puras se inocularon en pepinos sanos para reproducir las lesiones
previamente observadas. Para esto los frutos se lavaron y desinfectaron
previamente por inmersion en 5% de Hipoclorito de sodio por 3 minutos y se
secaron al aire.

Posteriormente se procedi® a inocular en forma directa o mediante lesion
considerando el rea de! fruto en Que habian sido encontrados; para la directa e!
inoculo se aplico en el fruto con un hisopo y fue cubierto con un algodén humedo,
posteriormente aquellos que no desarrollaron los signos, se inocularon mediante
lesién con bisturi en la epidermis del pepino ( Apéndice 2).

Finalmente los microorganismos que no desarroliaron signos aun bajo lesion y
condiciones favorables de humedad relativa del orden del 95%, fueron desechados
y considerados atacantes secundanos o saprofitos.

Lo anterior condujo a la confirmacion de los agentes responsables de la lesion o
patbgenos, ya expresados los microorganismos se procedid a aislarios



nuevamente del fruto, utilizdndose para ello PDA a pH de 5.5 y temperatura
ambiente.

identificaciéon de microorganismos

Se realizaron observaciones al microscopio optico de las cepas confirmadas para
identificar sus estructuras, en especial las reproductoras lo cual permitié utilizar
claves de identificacion.

Con el fin de identificar las cepas se les asignd un niumero compuesto de tres
digitos, el primerc es indicando el grupo de levantamiento de muestra , el segundo
se refiere al consecutivo de la cepa encontrada y el tercero al numero de
resiembras que fueron necesarias para tener la cepa pura.

Posteriormente se prepararon indculos con azul aigodon utilizando cultivos de 4
semanas; para garantizar la esporulacion.

Con la informacion vertida por las observaciones al microscopio y la literatura
consultadag, 22) se intentd la aproximacion de las cepas a nivel de género.

ion []
Se realizdé el conteo de conidiosporas mediante una modificacion del método de
conteo de céiulas con !a cAmara de Neubauer para conteo de células hemdticas.

(Ver Apéndice 4) Se realizaron diluciones para estandarizar el nUmero de esporas
determinando los inéculos para cada cepa.
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DETERMINACION DE DIFUSIVIDAD DE QUITOSAN EN PDA.

Preparacion de quitosan obtenido a partir de desacetilacion de quitina (Sigma)
segun la metodologla establecida en el laboratorio de Biotecnologia de la FES
CUAUTITLAN-UNAM.

Tomando en cuenta que ia aplicacion del quitosan en el fruto seria como una
pelicula cubriente, se consideré6 modelar a través de una pelicula de quitosan
sobre un soporte de PDA , de esta manera fue necesario evaluar la difusion del
quitosan en el agar considerando el pH de 5.0 y 5.5 de la solucién de quitosan.

Para este experimento se empled la técnica de penicilindros y pozos ( Apéndice 3)
coloreando la solucién de quitosan con azul de metileno para evidenciar la
difusividad.

La variable de respuesta se establecié como didmetro y profundidad de difusidon
en contraste, y la variable independiente correspondid al pH de la solucién de
quitosan al 5.0 y 5.5 %, para la evaluacion de pH de quitosan con mayor difusion
se establecid el estadistico: prueba de t "diferencia de medias" ( Apéndice 7) , en
caso de existir diferencia indicaria la dependencia de la difusividad de quitosan,
valorandose a Oh, 48h, 74h y 218h.

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD “IN VITRO"”

Para las Pruebas "in vitro” se realizaron pruebas de sensibilidad mediante la
técnica de halos de inhibicion (Apéndice 3), teniendo como variable de respuesta
el diametro de crecimiento (cm) de la cepa de microorganismo a probar y como
variable independiente la concentracidon de quitosén. Se utilizaron 3 niveles de
variacion: testigo, 1.5, 2.0 y 2.5%. Para la evaluacion se empied el estadistico
bloques aleatorios y andlisis de variancia.
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD “IN VIVO"

Las pruebas de sensibilidad in vivo, implicaron el uso de quitosanal 2y 2.5 % p/v
en una solucién de dcido acético diluido, el cual fue aplicado al pepino utilizando
una brocha para asegurar una capa delgada y homogénea, previa a la preparaciéon
de indculos de las diferentes cepas a probar, manteniendo constantes el pH del
quitosan, temperatura y ia HR,.

La variable de respuesta fue la aparicion de signos © lesiones caracteristicas de
cada microorganismo evaluado a través del tiempo. La prueba se lievé a cabo con
un pepino control y un sujeto con la pelicula de quitosan para reducir el grado de
error. El experimento se realizé por duplicado en experimentos separados.




2.3 RESULTADOS y DISCUSION

Obtencion de cepas 8 partir de trutos entermos

Para *Valorar in vitro e in vivo la accién del quitosan en cepas patdgenas de
pepino”, de acuerdo al cuadro metodoiégico planteado, se aisié e identificd a los
principales agentes fungicos en pepino “Cucumis sativus”.

L.as muestras obtenidas en los 3 levantamientos realizados, entre otros signos
presentaban cambios en coloracion, en textura de la cascara o bien la presencia
de estructuras reproductivas o indicadoras del ataque de microorganismos siendo
mas evidentes en la region distal de! fruto.

Se encontré que aigunos de los microorganismos aislados atacan al pepino a
través de aberturas naturales o la cascara mientras Que otras requieren de una
lesion para poder introducirse, es decir que no tienen las enzimas necesarias para
romper las barreras naturales, coincidiendo con lo establecido por Ulloa (xz). ¥
Romero Cova (33

Respecto al sitio fisico del fruto con mayores posibilidades de sufrir un ataque se
encontré que preferentemente es en los extremos, y aunque en las cepas
confirmadas se observan indistintamente ambos, en el total de las cepas aisladas
la incidencia se marcé mas en el extremo distal.

Siembra v sisigmignto
De la siembra de lesiones de frutos se aislaron 1S cepas a las cuales se ies asigno
una clave con fines practicos.

Posteriormente las cepas se inocularon considerando el sitio 0 localizacion de is
lesion, la descripcion de la misma en el pepino, asi como la aparencia de la
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colonia, sin embargo por manejo de resiembras y acondicionamiento de las
mismas, se procedié a evaluar 16 cepas en pepinos sanos. Luego de 4 etapas de
experimentaciéon se redujeron éstas a 10 probablemente patégenas, de tal manera
que en la tabla 2 se muestran los resuttados obtenidos.

to y moﬂolai- colonial
MORFOL. COLOMIAL DEL

Tabla 2 .-Resumen de signos de lesiones en fru
CLAVE SO DE SIGNO EN FRUTO
APARICION MCROORGANISMO AISLADO
2-3-1 Distal Mancha negra en el centro Blanco con gris algodonoso reverso
Qris oscuro.
24-1 Estilar Coloracion amarilla, moho gris. | Negro verdoso afeipado, reverso negro
intenso
2-5-1 Distal Moho blanco algodonoso Gris con haio ligeramente nevado,
feverso negro
261 Estilar Deshidratado no suave elastico { Blanco con halo amarillo reverso
con crecimiento blanco amanlio verdoso oscuro
2igodoNoso.
2-7-1 Distal Mancha café irregular, suave Amarillo sigodonoso, reverso amarntlo
con crec:miento de micelio miel pardo oscuro
ligeraments gris.
2-9-1 Estilar Area con apancion de Hongo Coloracion rosa mexicano, algodonoso
Qrisécso y similares caracteristicas ai reverso
Mas Oscuros
2-11 Distal Momificacion ligera oolorocoén Hifas poco elevadas, blancas
on mancha blanguecina ligeramente rosadas en el centro.
2-12-1 Estilar Deshidratado verde oscuro Bianquec:ino algodonoso con halo en
amanilo clarc y al reverso ligeramente
crema
2-13-1 Distal Crecimiento mohoso seco como | Gris sfeipado, tendiente a verdoso
telarafa grisdcec pardo reverso grs OSCUro.
2-15-1 Distal Zona ligeramente deprnmida Blanco algodonoso postenorments
eldstica . suave amanilo, reverso crema
Confirmacién n

Para la expresion de los resultados de patogenicidad se procedi® mediante la
comparacion de la descripcion de los signos tanto en los frutos portadores como
en los inoculados, ademas de la descripcion de las caracteristicas de las cepas
encontradas en tales signos.

Al emplear la inoculacion directa se confirmaron 4 cepas (fase 1 y 2),

posteriormente se generaron

lesiones

para propiciar

la entrada del
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microorganismo (fase 3 y 4) lograndose desarrollar los signos de otras 6 cepas lo
cual dio el total de 10 cepas que se confirmaron como patégenos, las cuales se
resumen en ia tabla 3.

Siendo 10 ias cepas obtenidas que reprodujeron signos semejantes a las lesiones
originales y con caracteristicas iguales a las cepas aisladas , es decir, que si
alguna cepa muté o cambié luego del aislamiento se elimind, aunque se sabe que
dependiendo de! sustrato existen diferencias como lo plantean Romero Cova (33, ¥
Ulloa (a2) © bien pudiera tratarse de organismos saprofitos.




Tabla 3.-Resultados de la confirmacién de signos de lesién y morfologia

colonial de ce patégenas
Clave | Posicion | Tipo de | Signos de Mortfologla Signos de lesién Cepas on
in6culo | lesion en colonial de los on Frutos confrmacion
Frutos inoculados
enfermos aislados ¢
2-3-1 | Distal Lesion | Mancha Bianco con gris Suave, ligera Blanco
lesion deshidratada |algodoncsoy aparicion de moho algodonoso,
Punta suave, verde |oscuro blanco y negro. reverso Qris.
oscuro .
-4-1 | Estiler Lesion | Moho gris Negro- verde Crecimiento Gns oscuro
y Punta y algodonoso ligeraments gris sin | reverso negro
2-4-2 Combi reverso Negro cambio de textura ni
nados Poivo Verde olivo | color
r@verso negro
2-5-1 | Distal Directo | Moho blanco | Gnis rata con haio | Ligero cambio de Gris claro
Punta sigodonoso slgodonoso y textura donde reverso negro
reverso Negro estuvo el inéculo
2-6-1 | Estilar Directo | AreaDeshidra | Blanco con halo Micelios blancos en | Blanco
tada elastica, |[amarilio reverso indculo ligero algodonoso con
hongo blanco | amarillo pardo cambio de textura y | halo amarilio
algodonoso coloracion oscura reverso / pardo
2-7-1 Distal Lesion | Mancha Amartlio Ligera suavidad en |Meidnclaroy
Punta iregular café |algodonoso tnoculacion lvego amanitio
, eléstica reverso pardo pardo
deshidratade |oscuro
con moho gris
2:9-1 Estilar Lesion | Hongo Fiusha algodonoso | Ligeio cambio de Solo aparecid
y 2-9-3 | Punta Y grisaceo sin | reverso mas claro | color en incubacitn, |2-9-1 pero en
Combi | depresién r Amanilo intenso | sin cambio de tono mas
nados |cambio de algodonoso textura.crecimiento | oscuro
coloracion reverso mohoso
amanlio/narania
2-9-1 | Estilar Directo | Hongo Color rosa Ligeramente rosado | Color fiusha
Punta gns&ceo, sin | mexicano en zona de indculo | claroy
cambio de algodonoso, contaminacion
color / textura | similer 8l reverso
2-11-1 | Distal Directo {Zona Hebras blancas Disminucitn de Hebras
punta momificads hgeramente coloracion blancas,
bianquecina |rosado en el emutamiento y hgeramente
centro mancha blanca rosado en el
centro
2-12 Estilar Lesion |Verde oscuro |Bianco como Color amaniio suave | Blanco
seco algodon con halo | no elastico algodoncso con
deshidrataco | amarnlio a! borce crecimiento hslo crema
everso crema ° AZUCHBdo” reverso igusl
2-13-1 |4 zona |[Directo |Crecimiento [Gns sigodonoso  [Ligera depresidny | Gns rata
Distal mohoso seco | ligeramente cambio hgero de 2lgOdON0s0,
como V@rsoso reverso color oscuro reverso NBQro
telarafis gris  } oscxsro
2-15-1 | Distal Directo | Ligera Blanco Moho bianco Blanco
depresidon 8lgogonoso y “azucarsdo” hgecs 8lgOdoNoso
suave, moho | amanlio con crema | depresion hgeramente
blanco amaritio. crema
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1Morfologia colonial obtenida al decimo dia de cultivo.

Se encontré que 2 cepas solo pudieron aparecer en combinacién con otra que se
aisldé de la misma lesion, la 2-4-1 se obtuvo junto con la 2-4-2 al igual que 2-9-1
con 2-9-3 lo cual indica un efecto sinérgico entre ellas, comprobando que a!
inocularias por separado no aparecieron lesiones y al hacerio por parejas solo se
desarrollaban las primeras (2-4-1 y 2-S-1) eliminando asi a las otras, esto coincide
con lo expresado por algunos autores 2232y no todos los hongos pueden crecer en
cultivo, existen algunas cepas que son saproéfitas estrictas y solo pueden atacar
una vez que otra les haya franqueado las barreras.

\dentifi n [{ microor !

Una vez confiimadas las 10 cepas se procedié a la identificacion utilizando las
estructuras reproductivas, para tal efecto dichas estructuras' fueron vistas y
revisadas al microscopio luego de 4 semanas de maduracion, identificando a los
géneros Fusanum, Botntis, Ciladosponum, Colletotrichum y Phytium y las
caracteristicas del tipo de esporas, a la vez que se establecié la concentracion de
esporas en los inéculos.

Los resultados de las observaciones al microscopio se expresan en la tabia 4.

Se encontrd que las caracteristicas de las cepas dadas como referencia en las
primeras observaciones al microscopio corresponden a una etapa todavia no
madura para algunos casos, por lo que se siguié el monitoreo hasta encontrar
esporas 0 estructuras reproductivas diferenciadas.

Se realizaron también siembras en medio liquido con el propésito de favorecer la
esporuiacion y garantizar un indculo cuantificado mediante dilucion.




Tabla 4 .-Caracteristicas macroscopicas (colonisles) y microscopicas de las cepas
patdgenas (ver dibujos en apendice 8)

Clave Morfologie Caracteristicas del Micslio
Colonial | Mic | Septados § Vegetativo |
2-3 Blanco con Verde Si Si Posiblemente inmaduro y no
Qris diferenciado
24-1 Gris oscuro Ligero color Si Si Con estructuras
casi negro verde y café diferenciadas
reverso Bilastosporas
negro
2-5 Blanco luego | Hifas azules y | Simés Si Coniditforos inmaduros en
gris, reverso| amanllas, o | apreciable hifas smarilias
negro verde claro on hifes
amarilias
26 Bianco Hifas septadas Si Si Astrosporas
algodonoso azules
con amarilio
en el centro
revefso igual
2.7 Amarilio Amarillo S Si Conidittoros macroconidios
algodonoso dorado y
reverso miel hialino
oscuro
2-9-1 Coloracion Azul hualino St Si Conidiéforos con 3 conidios
fiusha pero también
algodonoso | produccién de
reverso color café
fucsis claro
2-11 Blanco Hifas hialinas Si Si Esporas
ligeramente
rosado en el
centro
2-12 Blanquesino | Hifas amarillas SI Si Artrosporas
algodonoso y azules
con halo
amaniio claro
on reverso
crema
2.13 Gris con Hifas verdes St S Esporangtosporas
haio caberusiss de
ligeraments color verde
‘nevedo” oscurn
reverso
negro
2-15 Bianco y Esporas como Si S Conididtoros Macroconidios
amanlio ims de 2-7 pero
ligeramente | mas grandes
algodonoso
reverso
crema
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Se probd con un medio de agar-pepino con algunas de las cepas y encontrando
que todas las cepas mostraban caracteristicas distintas a las sembradas en PDA,
aunque muy parecidas a su desarmolio en el fruto (coloracion, abundancia de
micelio, forma de expansién), ademas que aparecieron en este medio sin ningun
problema, pero su crecimiento fue muy irregular, por io que se descartaron. Ulloa
(32) comenta que dependiendo de la composicién del medio sera la expresion del
microorganismo. Las cepas soportadas en PDA son mas homogéneas porque
crecen con un patron homogéneo de fuente de carbono, y presentan
caracteristicas que las distinguen mas entre ellas, ademas que la bibliografia
establece los criterios para estandarizar medios 'de cultivo.

iden idn de | i ni n

De acuerdo a las caracteristicas de morfologia colonial, de las lesiones en fruto,
asi como a las caracteristicas microscopicas como color, tipo de esporas y forma
de las hifas, se liegé a hacer la aproximacién de los géneros de los
microorganismos patdégenos en el pepino (tabla 5).

Se encontraron 2 cepas, la 2-7 y la 2-15 procedentes de infecciones ligeramente
suaves, ambas presentan micelio abundante color crema o ligeramente amarilio y
en el reverso de la caja un color mas intenso, a nivel micro tienen un suave color
azul (2-15) o ligeramente dorado (2-7) las esporas corresponden a macroconidios
para ambas, encontrandose de 2 tipos unas pequefias ligeramente curvas a
diferencia de otras mas grandes y gruesas tratdndose de cepas del género
Fusanum spp.

La cepa 2-13 se obtuvo de pepinos con ligeras depresiones y cambio de color @

mas oscuro, con micelio gris; en cultivo, éste es del mismo color, abundante en el
reverso de la caja y la coloracion es gris oscura, llegando a casi negra. A nivel
micro la coloraciéon de las hifas es verde y esporas mas oscuros, perteneciendo a
la descripcion de Botrytis, en donde el miceiio es septado, lanoso pardo griséceo.
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En cuanto a los conidios son del tipo de las botryobastosporas, son verdes
perteneciendo al género Bolrytis sp.

De éreas, ligeramente deprimidas se aisld un moho gris con clave 2-4, el micelio
en cultivo es abundante y del mismo color, al reverso de la caja de cultivo se
presenta con una coloracion negra. A través de!l microscopio l0s conidiéforos son
verdes y los conidios oscuros como los describen para Cladosporium sp.

De la regién distal se obtuvo la cepa 2-5 donde se apreciaba ligero cambio de
textura y la presencia de moho blanco algodonoso, bajo condiciones de cultivo la
cepa presenta micelio primero blanco tomandose a gnis. En el reverso es de un
color mas intenso; a nivel micro se aprecian hifas azules y amarillas con conidios
transparentes, como en lo descrito para Colletotlnichum sp.

La cepa 2-11 proviene de una lesién seca con ligera coloracién blanquecina. Al

" ser observado a! microscopioc se denotan hifas hialinas no septadas, como
Pythium sp con oogonios claviformes terminales y con oosporas pequefias
correspondiendo a Phytium spp.

Lo que respecta a las cepas 2-12 y 2-6 las cuales se obtuvieron de zonas
ligeramente deshidratadas, se parecen entre ellas por presentar un micelic
abundante color crema y en las observaciones microscopicas presentan
estructuras similares con cadenas de esporas pequefias sin conididforos
presentes por 1o que no fue posible su identificacion.

La cepa 2-9 procede de una lesion en el extremo distal blanda con hongo grniséceo
sin cambio de color , en cultivo se trata de un hongo con micelio gnis.

Por ultimo la cepa 2-3 presenta un micelio bianco algodonoso con tendencia de
cambio de color gris claro al microscopio presentaba hifas septadas constituyendo
una red compacta, con cabezuelas en las partes terminales que pudieran



considerarse como conidiéforos, sin embargo no hubo liberacion de conidios a
pesar de tratar de provocar la liberacidn en condiciones de temperatura extrema
(30°C y 2°C) y agitacién sin éxito por lo que la identificacion no se alcanzé.

La tabla 5 muestra un resumen de las cepas con los géneros a que se
identificaron.

Tabla S.-Resumen de cepas identificadas con generos

Clave Género identificado
2.7y 2-15 Fusanum

2-13 Botrytis

2-4 Cladosponum

2-5 Colletotnchum

2-11 Phythium

2-12y 26 Nd

2-9 Nd

2-3 Nd

nd « no seTERcado

Para la identificacion de las cepas se recurié a ia observacion de las
caracteristicas morfologicas: color del micelio, apariencia y textura, tipos de borde,
elevacion del micelio, como lo muestran Frazier (), Ulloa nz) y Cappuccino (), asi
como las caracteristicas microbiologicas dadas por Bamett ;) Quien toma en
cuenta la morfologia de las estructuras de esporulacion. En el caso de las cepas
identificadas como 2-12 y 2-6, parecidas entre si tanto en las caracteristicas de
cultivo en agar como en las estructuras microscopicas, sin correspondencia con
los géneros esperados mientras que las cepas 2-9 y 2-3 cuyas caracteristicas
‘entre si mostraron pequefias diferencias con respecto a las reportadas en la
bibliografia @122. Sin embargo se efectué una comparacion entre los
microorganismos encontrados experimentaimente y los descritos por la bibliografia
para las cucurbitaceas (i 23,
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Determinacion del volumen de ia cémars de recuento de Neubauer

Para determinar la dilucién de la suspensién de esporas de inéculo (Ver apéndice
6) de cada cepa se utilizd ia camara de Neubauer, y fué necesario primero
determinar ! volumen de la camara, de manera exacta. El requerido fue de 8ul

de la suspension de esporas de cada uno de los microorganismos, efectuando el

recuento en los cuatro cuadrantes, multiplicado por el factor de correccién y por la
correccién de dilucion, obteniéndose el numero de esporas que varian desde 33.5
hasta 25 756.7 ( tabla 6), con lo que se puede apreciar una variacion considerable
tanto en numero como en el tamafio de esporas de ios patégenos de pepino.

val i | ngi m !
dilucién necesaria pers ol indculo
Tabla 8.- Contenido de esporas de las diferentes cepas
NUMERO DE INOCULO DILUCION

CLAVE DE CEPAS ESPORAS/MM®

2-13 3a3s 8ul Directo
réplica 46 2

2.7 9090 6 8ul X107
réplica 10605 7

2412 528 8 ul | Directo

réplica 726

24 636 3 8l 3

réplica 666 6

26 — 8 ul Y
réplica 211 4 !

2-11 181812 el X107
réplica 181812 :

2-9 59 4 L8l Directo
réphca 59 4 L

2-15 25756 7 i 8l X107
réplica 15151 i

2-5 — - Directo
réplica 594

2-3 P— asads Directo
Lréplica = ;

La cepa 2-3 no se pudo contabilizar debido a Que presentd problemas para des
De manera que fue la Grica que se sembrd por asada

i
prender esporas

Una vez obtenidas ias concentraciones de los indculos se lievaron a cabo las
pruebas de sensibilidad in vitro de las cepss aisiadas usando a su vez diferentes
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concentraciones de quitosén para determinar la concentracion inhibitoria de este
polimero.

Determinacién de difusividad de quitosan en Agar papa dextrosa.

Como se expresd metodoldgicamente, fue necesario establecer coémo el quitosan
se comportaba en el medio de cultivo considerando que el fendmeno que se
presenta es de difusiéon por lo que se valoré la difusividad de! quitosan en PDA
utilizando los penicilindros ( Apéndice 3) y considerando el pH de 50 y 5.5;
transcurridas 48 horas el fendmeno de difusion de la solucién de quitosan se
completé al observar los valores finales éstos no muestran diferencias
significativas como se expresa en la tabla 7.

El hecho de que existiera un aumento del didmetro de quitosan del orden de 8 a
14 mm indica que efectivamente existe el fenémeno de difusion.

Tabla 7.-Difusividad del quitosén en PDA expresado el diametro en
milimetros a los pH3.0y5S

Q55 M55 O hrs 48 hrs. 74 tvs. 218 hrs.
1 8 mm 14 mm 14 mm 14 mm X=135
2 8 mm 13 mm 13mm 13 mm =1
Q50 M55
1 8 mm 10 mm 10 mm 10 mm x=10.75
2 8 mm 115mm 11.5mm 11.5 mm §=15

X=media &=desviacion estandar

Se tomd nota de la apariencia del quitosan en cada uno de ios intervalos, no
habiendo variacién en opacidad hasta las 218 hr. En donde esta caracteristica se
deriva al color amarillo claro, teniendo las siguientes observaciones

T (tiempo de [a observacion en horas) Aparnencia del quitosén

To sélido opaco
Tq sodlido opaco
T2e solido amarilio opalescente

En cuanto a la determinacidn de la difusion de la solucion de quitosén se encontrd
que esta se da longitudinal y transversaimente durante las primeras 48 hr, luego
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de las cuales la difusion se compieta, evidenciado por la coloracion blanca
opalescente. Al observar este comportamiento se decidié aplicario como pelicula
delgada de quitosdn sobre las placas de agar para favorecer el fenémeno.

No existen diferencias significativas en la difusividad del qQuitosan en un soporte de
PDA utilizando diferentes pH's, coincidiendo con lo encontrado por Ouattara B 7).

Pruebas de sensibilidad al quitosén de las cepas aisladas “in vitro"”

Los resultados de sensibilidad al quitosan de las cepas “in vitro” se expresan en
las tablas 8 y 9. La tabla 8 muestra el nimero de colonias formadas a las
diferentes concentraciones de quitosan a las que fueron sometidas, testigo (0%),
1.5%, 2.0%, 2.5%. Aqui se observa una marcada inhibicién a la concentracién de
1.5% (p/v) en las cepas 2-7, 2-12 y 2-11 mientras en la cepa 2-9 se observa desde
la concentracion 2.0% (p/v), y en las cepas 2-15, 2-5 y 2-3 la inhibicion es
completa a la concentracion de 2.5% (p/v).

Al observar las cepas 2-13 y 2-4 donde aparentemente (por el numero de
colonias) pareciera que no hay control del microorganismo, fue necesario evaluar
a través de otro método, de tal manera se expresan tanto en didmetro como en
porcentaje de inhibicion el comportamiento de las cepas restantes ver la tabla 9,
se explica que al considerar {os didmetros de crecimiento de la cepa control contra
los de las demas concentraciones de quitosdn se obtuvieron diferencias asi como
el hecho de que la germinacion de las esporas fue mucho mas lentas que en los
testigos, finaimente en 1a cepa 2-3 que no pudo ser evaluada debido a que no se
pudieron separar sus esporas y en la cepa 2-6, resultando en un porcentaje de
inhibicién del orden del 20%, 40% y 96% para la prmera y 5%, 33.7% y 61.2 %
para la segunda, se observan incluso cambio de morfologia colonial debido al
quitosan.




Tabla 8.-Resumen de resuitados de prusbas de sensibilidad de las diversas
cepas 8l quitosan a diferentes concentraciones

Clave Namero de Esporas on | No. De colonias formedas a diferentes
esporas/mi ol in6culo concentracionss de quitosén
o jle8)s j[20)% [[28)%
2-13 338 335 1" 8 5 9
* 46.2 46.2 16 13 13 29
2.7 8090.6 90.90 3 0 ] o]
* 10605 7 106.05 17 0 [¢] o]
2-12 528 528 5 1 2 4]
* 726 72.6 7 o] [e] 0
2-4 636.3 2121 - 8 60 20
* 666 6 222 2 9 <] i 15
26 — - — — — —
* 211.4 1057 22 13 2 3
2-11 18181.2 181.81 74 0 [ [
* 181812 181.81 40 0 0 [o]
2-9 59.4 59.4 20 8 0 0
* 59.4 59 4 7 2 0 0
2-18 257567 257.56 50 8 6 1
* 15151 151 514 4 2 1 0
2-5 — = — — — —
* 59 4 59 4 2 3 1 0
2-3 —_ Directo Normal | Reducido Muy Pequefc
. — reducido

& Los resultados son de colonias formadas y diferenciadas

La tabla 8, resume el tamafio colonial como expresién del crecimiento y el
porcentaje de inhibicion de las cepas con respecto al testigo a las diferentes
concentraciones de prueba. (Ver apéndice 8 para fotos)

Todas estas observaciones se realizaron 8 dias después de haberse lievado a
cabo la siembra para comparar en base a tiempo de crecimiento y porque en este
periodo los testigos casi cubrieron ia caja.




Tabia 9. Evaluacion del tamafio colonial de las cepas (cm) y porcentaje de
inhibicién a diferentes concentraciones de quitosan

Temafo colonial y porcentaje de inhibicion a diferentes
Clave Control concentraciones de
{em) 11.8) % 12.0) % {28} %
inhibicié nhibicién Inhibicién

2-3 8 64 20 4.8 40 03 96.2
26 8 7.6 5 53 337 31 61.2
2-5 8 36 55 o8 90 o] 100
2-11 6.4 o 100 [+ 100 o] 100
2-15 64 1.0 843 1.0 84.3 0 100
2.9 8 55 31.2 0 100 0 100
2-12 8 0 100 o] 100 o] 100
2-13 8 54 325 31 61.2 28 65
2-7 8 o] 100 o} 100 ] 100

Como puede observarse en todas las cepas hubo diferencias entre el tamario
aicanzado por el diametro del control y el alcanzado por la menor concentracion
de quitosan (1.5%) incluso en la cepa 2-6 donde el rango de inhibicion es del 5%.
Esto indica qQue existe evidencia del poder del quitosan como regulador del
crecimiento de los microorganismos en estudio, esto es que tiene poder
fungistatico y fungicida.

Se obtuvo que ia concentracion de 2.0 es la Concentracion inhibitoria (Cl) ya que
inhibe mas de un 30% en todas las cepas, sin embargo sabiéndose que al
trasladar a las condiciones reales es necesano dar una tolerancia se procedi a
trabajar también con la concentracidén 2.5% debido a que cada cepa se comportd
independiente y asi se asegura mas de un 60% de inhibicion en todos los
microorganismos de prueba.




Pruebas de sensibildad al quitosén de las cepas aisladas “in vivo”

En la evaluacién de la incidencia de los microorganismos °in vivo" ante la
presencia de ia pelicula de quitosan a las concentraciones de 2.0 y 2.5. los
resultados obtenidos son mostrados en la tabla 10.

Tabla 10.-Resvitados de aplicacion de peliculas de quitosén previa
inoculacién de cepas “in vivo"

Clave Concentracion de is
solucidn de quitossn
[20] [28]
2-12 - -
2-9 - -
24
2-15
2-3
2-5
27
2-11
26
2-13 - -
+ Positivo, aparicion de microorganismo
- Negativo, nO sparicion de microorganismo

she e Jofel |
'

Esta tabla resume los resultados de la aplicacién de quitosan en pepinos, es decir
el sistema ‘in vivo". se compone de 2 columnas con las 2 concentraciones
estudiadas.

Las cepas 2-3 y 2-5 son las que a la concentracion de 2% de quitosan parece
tener solo caracter inhibitorio, mientras que a la concentracion de 2.5 % se
manifiesta un control fungico.

A la concentracion de 2.0% las cepas 2-12, 2-9, 2-7 y 2-11 presentan control
mismas que al ser comparadas con los datos in vitro (tabla 11) se corrobora la
accion del quitosan con actividad fungicida

En cuanto a los frutos tratados con quitosén a la concentracién de 2.5% todos
presentan resistencia al ataque fungico tal como se observa en la tabla 12, sin
embargo en contraste con las pruebas in vitro, las cepas 2-13, 24, 2-6 y 2-15, el
quitosén se comporta como fungistatico.
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Al evaluar la sensibilidad de las diferentes cepas en la presencia de quitosan a
distintas concentraciones se observa una marcada reduccion de los diametros de
crecimiento, como lo reportado por Leuba 27,0 Ravi para Fusanum procedente de
raices de frijol , lo cual demuestra que las cepas causantes de enfermedades en
pepino también son susceptibles al quitosan. Incluso una de las cepas presentd
cambio de morfologia coloniai como 1o expresa Ulloa (33 refiriéndose al rol de las
quitinasas en el crecimiento fungico.

Segun Ouattara iy las interacciones entre a! quitosén y los acidos carboxilicos de
los hongos se facilitan cuando ambos estan protonados, esto es cuando los
valores de pH son menores que el pk del qui}osén (6.3) y mayores que el pk de!
acido acético (4.8), la liberacidn del acido acético se incrementa cuando el pH se
acerca a 7.0 . en este caso se habla de 5.6

La diferencia en el efecto de! quitosan en las cepas probadas puede deberse a
la variacion en la composicion de las estructuras de los hongos para cada cepa ya
que segin Hardiwer (2s) l1as cepas que tienen mas quitina en su COmposicion son
mas resistentes a la presencia del mencionado polimero.

A diferencia de lo planteado por El Gaouth (1), acerca de la inmersion de los
frutos de tomate en la soiucién de quitosén, en este experimento se decidid
barnizar los frutos para asegurar una pelicula uniforme y delgada que no fuera a
alterar la respiracion y provocara dafios por anaerobiosis a diferencia de lo
mostrado por Lerdthanangkul (xg) Que recurre a inmersion (i) y espreado.

El Gaouthuo) plantea en su experimentacion con fresa que al introducirlas en una
solucién de microorganismos antes de la aplicacion de quitosan a diferencia de lo
que se realizd en este trabajo esto en donde se aplicod la solucién de quitosén en
frutos sanos y limpios para después inocularios simulando que el fruto se
contaminara posteriormente con otros frutos o con materiales y equipo.



En la evaluacion de la sensibilidad de los microorganismos “in vivo™ se utilizaron
las concentraciones de 2.0 y 2.5 la primera concentracion reduce a todas las
cepas en mas de un 30% y la segunda un 60%, se probaron las 2 concentraciones
porque se esperaba alguna desviacion en la aplicacion sobre el fruto.

Una explicacion de la diferencia de los resuitados “in vitro® y los resuitados *in
vivo' @s que el quitosén induce ademas la defensa de enzimas quitosanasas
presentes en el pepinoyyz) las cuales degradan las paredes celulares de los hongos
segun Hirano (¢1)

Se encuentran resultados similares a los obtenidos sobre chile pimiento al inhibir
la infeccion fungica como io muestra Lerdthanangkul (3g)
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CONCLUSIONES

v Los microorganismos aislados comprendieron 19 cepas diferentes de las
cuales 10 son patdgenas para pepino (cucumis sativus).

¥ Las cepas soportadas en medio de cultivo PDA son mas homogéneas ya
que crecen con un patrén constante, y presentan caracteristicas que las

distinguen entre ellas.

v Se identificaron las cepas pertecientes a los géneros Fusanum, Botrytis,
Cladosporium, Colletotrichum, Phytium.

v El conteo de esporas fue necesario para determinar los indculos utilizando
técnicas de otras areas como la camara cuenta gldbulos de Neubauer

v EIl tamaio de ias esporas es una limitante para el uso de la camara de
Neubauer como instrumento de contéo.

¥ No existe diferencia significativa en la difusion de! quitosan a distinto pH por
lo menos en el rango de pH 50 a 5.5.

v El quitosan forma una pelicula sobre el medio de Papa-dextrosa-Agar
(PDA) como un adecuado modelo para su aplicacion como cubriente.

v Es recomendable su uso como pelicula cubriente en el fruto al formar una
capa continua que se puede aplicar como tratamiento poscosecha.

v El quitosan aplicado para formar peliculas constituye un envase primario.
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v El control “in vitro®" fue adecuado en las cepas identificadas como Fusanum,
Botntis, Cladosponum, Cladosporium, Colletotrichum, Phytium a la
concentracion de 2.0% y se hizo evidente un mejor control a la
concentracion de 2.5, ambas referidas al quitosan en dilucién de &acido
acetico al 1%.

v “In vivo" el control aumenta, esto se atribuye a la interaccién con la
fisiologia de! fruto generando una atmosfera modificada.

v Las peliculas cubrientes de quitosan premeten una interesante aplicacion
sobre otros frutos, ya que no solo tienen actividad fungicida y fungistatica
sino ademas pueden proveer control sobre la atmésfera propia del fruto, y
aumentar su atractivo porque e! fruto adquiere una aparnencia brillante.




Apéndice 1

Localizacion fisica de posiciones en fruto

Pedunculo El pedinculo se localiza en
la zona estilar
<mamm Zona

Estilar

Los puntos son reminiscencias de
espinas y se laman mameilones

<mmm Zona
Distal

5t

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




APENDICE 2

INOCULACION DIRECTA “IN VIVO"

1.

N O O DP

oom » ©

Preparacién de material

Se lavaron los pepinos con agua y detergente.

. Se enjuagaron con agua clorada al 3% para eliminar la posibilidad de

interferencia de bacterias.
Se secaron con papel, teniendo cuidado de no friccionar la superficie.

Preparacién del inéculo

Se agitaron por 1 minuto las preparaciones de la dilucion en los tubos
‘ependorf”

Inoculacion

Se tomé el indculo con la micropipeta (8ul) y se colocd en la zona
predeterminada segun la lesién en el pepino portador, en un ambiente estéril.

. Se cubrié el indculo con una motita de aigodén humedec:da con agua estéril.

Se cubrié con una pelicula plastica (kleenpack) de 1cm?
Se colocd el pepino inoculado en una camara con una humedad relativa de
95%

INOCULACION CON LESION “iN VIVO”

La preparacién de! material y del indculo es la misma

Inoculacién

A

moo w

Se realizé una abrasion ligera con un bisturi previamente esterilizado a la llama
en la zona predeterminada en el pepino de prueba, en un ambiente estéril

Se tomdé el inbculo con la micropipeta (8ul) vy se colocd en la zona
predeterminada segun la lesion en el pepino portador, en un ambiente estéril.
Se cubnié el inéculo con una motita de aigodén humodooda con agua estéril.

Se cubné con una pelicula pldstica (kleenpack) de 1cm?

Se colocd el pepino inoculado en una camara con una humedad relativa de
95%



APENDICE 3

METODOS DE ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD A AGENTES
ANTIMICROBIANOS

Existen diferentes métodos para determinar el efecto de algunas sustancias
antimicrobianas, la eleccion del método depende del tipo de microorganismo, de la
accesibilidad de equipos y reactivos, asi como del grado de precision en la
determinacion de la susceptibilidad que se requiere en el estudio )

Entre los mas utilizados sobre la base de su principio y variable de respuesta
estan;

Difusién en agar, difusién en disco o antibiograma.- El mas empleado en I
industria y los hospitales para probar casi todo tipo de sustancias, los reactivos
son baratos y faciles de conseguir. Aprovecha la habilidad del agente
antimicrobiano para difundir a través del agar y mostrar claramente una zona de
inhibicién con no-crecimiento de microorganismo. Entre las ventajas estan que se
pueden probar ia mayoria de las sustancias, pueden ser comparadas diferentes
cepas en las mismas condiciones contra el mismo antimicrobiano, y en caso de
contaminacion esta se detecta de inmediato («s «6)

Entre las desventajas esta el que se puede tener un grado de error de arriba del
10% (4%)

Enziméticos.- Los reactivos empleados no son comerciaimente disponibles, se
necesita matenal radiactivo y un contador de particulas. El antibidtico es el
sustrato de una enzima y el producto de la reaccion es medido. Tiene un grado de
error de < 5%.(as)

Radioinmunolégicos.- los reactivos empleados no son comercialmente
disponibles, se necesita matena! radiactivo y un contador de particuias. En el
compiejo de un antibidtico radiactivo y un anticuerpo, este es inhibido por un
antibiético no radioactivo en la muestra de ensayo. Tiene un error de < 5%.

Turbidimétrico.- Haciendo diluciones senales de un fluido nutritvo con
concentraciones diferentes de inhibidor, se encuentra la concentracidon minima a la
que la inhibicidon es como la del control. Dentro de sus desventajas esté que la
mayoria de ios supliementos para los microorganismos dificiles son opacos. Una
desventajas que el efecto antimicrobiano puede detectarse directamente el
MICroscopio (e6)

Otra version de este método es la construccién de una curva de turbidez
(densidad Optica) de la muestra a varias concentraciones de inhibidor,
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identificando aquelias en las que existe mas turbidez que en la de completa
inhibicion y menos que el control sin antibidticos. Puede medirse con un aparato
automdtico como el Autoturb de Elanco, Indianapolis, Ind «s)

Potenciométrico.- es similar a la medicion turbidimétrica en la construccion de
una curva con la variaciéon de diferentes concentraciones de inhibidor, pero el
parametro de medicibn es el cambio de Ph en el medio en lugar de la
lurbidez,m'.m

Quimico.- No son suficientemente sensilivos para detectar adecuadamente la
mayoria de ios antibidticos dentro del complejo de los fluidos biologicos a las
concentraciones que ocurren. (menos de 1ug/ml) (s

ELEMENTOS DEL METODO DIFUSION EN AGAR

Agar

El agar es un complejo de sustancias naturaies derivadas de aigas y contiene 2
tipos de polisacaridos (agarosa y agaropectina) una variedad de cationes
metdlicos y otros elementos traza, ademas de la incorporacion de nutrientes
especificos segun los requerimientos del microorganismo, pero en general
siempre serd un compuesto primeramente de agua, el cual permite la difusion de
sustancias de areas de mayor a menor concentracion.

Sustancia inhibidora

La incorporacion de la sustancia inhibidora se puede llevar a cabo utilizando
discos con una cantidad fija de la droga o por adicion de una solucion, dentro de
un corte en el agar mediante el empleo de cilindros de cristal o metal de forma de
pequefios pozos o© cubetas en los cuales se colocan las soluciones de los
diferentes antimicrobianossy para facilitar el corrimiento por difusion, esta se da
entonces en 2 dimensiones radial y transversals; y depende de la velocidad de
difusion de la sustancia en el agar. a su vez la inhibicion del microorganismo
depende de esto y de ia velocidad de crecimiento propia Un factor que afecta la
observacion de los resuitados es el tamano del inoculo, el cual debe ser suficiente
para observar su no crecimiento en comparacion con su control, pero no excesivo
para poder determinar el efecto antes de saturar la caja.

Determinacion de la inhibicién

Normaimente el crecimiento se mide en milimetros y el éptimo de profundidad del
agar se recomienda de Smm.. con concentraciones de 10° UFC

Si la vanacion del radio entre !a prueba y el control con antibiético es de menos de
3mm. El organismo es llamado sensitivo y si s de mas de 3mm el organismo es
resistente s,

Sin embargo para el caso de microorganismos que no puedan ser comparados
contra una cepa conocida se pueden hacer adecuaciones 0 modificaciones (s,
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El diametro de la zona de inhibicién puede ser graficado vs. El logaritmo de la
concentracidn de antibidtico para escoger ia concentracién mas adecuada.

Para determinar el MIC (minima concentracion inhibitoria) el antibidtico puede ser
incorporado al agar soélido y preparar una serie de placas conteniendo
concentraciones mayores del producto en estudio (s,

En general el indculo se aplica como una mancha de aprox. 5mm con 1x 10% o
1x10° de células viables.

El uso del agar a diferentes concentraciones es util cuando son comparados
diferentes microorganismos o agentes nuevos que no se tienen totalmente
determinados en cuanto al espectro de accién.




APENDICE 4
METODO DE CONTEO DE CELULAS

La camara cuentagldbulos o cémara de recuento es una camara de contaje
adaptada al microscopio de campo claro o al de contraste de fases. (ver dibujo 1)
Se trata de un portaobjetos con una depresion en el centro, en el fondo de la cual
se ha marcado con la ayuda de un diamante una cuadricula como la que se ve en

la imagen.
Figura 4 Camara cuentaglobulos de Neubauer

En ambos iados de las 2 plataformas existe una pequefia elevacion sobre la que
se coloca la tapa de cristal. (ver dibujo 2)

Entre la paite superior de |a plataforma y la tapa de cristal que la recubre el
espacio es de 0.1 mm Cada una de las 2 pistaformas contiene un érea
cuadriculada compuesta por 9 cuadrados grandes de igual tamafio.

Figura 5 Caomara cuentaglobulos de Neubauer (vista transversal)

Volumen de musetrs \ ‘W

I S

Portacbyescs remasdo W

El drea cuadriculada total de la plataforma (9 cuadros grandes) mide 3mm de
ancho por 3mm de largo; por tanto, cada cuadrado gmndo mide imm de iado. El
volumen de esta drea sobre una plataforms es de 0.9mm® (ver dibujo 3)



Figura 6 Camara cuentagliobulos de Neubauer (vista de cuadricula)

Detalle de la cémara de contaje, con cuatro drsas de 1 mm2 (marcadas con L)

El volumen de cada uno de los cuadrados grandes es de 0.1 mm® Los cuatro
cuadrados grandes situsdos en las esquinas, subdivididos en 16 pequefios
cuadrados cada uno, lievan grabada la letra "L" son los que se utilizan para el
recuento de leucocitos. (ver dibujo 4)

Figura 7 Area de contaje en ampliacién




Detalie de una de las dreas de contsje, tal como se ve con el microscopio de contraste de fases. E|
area recusdrada en rojo @s un cuadrado de 1 mm de lado

Nommalmente se utiliza esta camara para el recuento de corpusculos sanguineos
pero se decidi® emplearia para contabilizar las esporas de las cepas en estudio
aprovechando el cuadriculado.

-

om»

>

Preparacién de la muestra

Se corta 1 cm? de la cepa en estudio

Se agrega a 10 ml. De agua estéril

Se hace una lectura y dependiendo del valor se realiza una dilucion para tener
50 esporas para sembrar

Preparacion de la camara

Se limpia la camara de recuento y la tapa de cristal con un pafio limpio que no
deje pelusa. También puede utilizarse, para esta operacion, etanol a 95% (v/v).
Se coloca de nuevo cuidadosamente la tapa de cristal sobre el drea
cuadrnicuiada de |la camara.

3. Lienado de la camara de recuento

Se debe procurar hacer que el liquido descienda de forma gradua! hasta llenar
exactamente el area cuadriculada. (si se retira la pipeta justo antes de que el
area parezca del todo liena, el liquido no rebasara)

Se coloca la tapa haciéndola bajar suavemente para que no se formen
burbujas o huecos y teniendo cuidado de que no se mueva la tapa de cristal

En el dibujo (5) se muestra como son las formas correcta e incorrecta de lienar
la camara de recuento. Si el llenado no se ha efectuado cormectamente, se
levanta ia tapa de cristal y se limpia todo de! conjunto.

Figura 8 Lienado de cémara

[

O3

Lienado correcto Lienado incorrecto
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Se llena el lado opuesto de ia camara de recuento, para tener una réplica.

. Recuento de céiulas

Se coloca con sumo cuidado la camara de contaje sobre la piatina del
microscopio, manteniéndola siempre en posicién horizontal.

Utilizando el objetivo de bajo poder (10X), se ajusta la luz del microscopio.

Se enfocan los cuatro cuadrados laterales grandes de la cémara que llevan
ia mencion (W) Ver dibujo 2. Para tener un recuento exacto, s necesario
que ias células se hallen repartidas de igual forma en estos cuatro
cuadrados, con una diferencia no mayor de 10 células entre cada cuadrado.

Comenzando por el cuadrado de la parte superior izquierda, se cuentan
todas las células que se hallen en los cuatro cuadrados grandes lateraies y
se suma el resultado para obtener el total de células observadas. Si existen
células que lindan con los bordes exteriores del cuadrado grande, se cuentan
solo aquellas que toquen las lineas superior 0 izquierda. No importa que
lados se elijan, aunque para una mejor sistematica se hBconseja escoger
siempre los 2 mismos lados.

Se cuentan las céiulas del lado opuesto de la camara sumando las cifras
halladas en cada uno de los cuatro cuadrados grandes. Este total debe ser
similar al obtenido anteriormente. El numero de ias células presentes en
cada uno de los 8 cuadrantes no debe diferenciarse en mas de 15 céiulas.

. Calculo del recuento de células

para cada uno de los dos recuentos efectuados. caicuiese el nimero real de
células por mm® como se indica a continuacion:

células/ mm® = nomero de células contadas x cofreccion de volumen x
cofrreccion de dilucion

Numero de células contado. Es la suma de la cifra obtenida en cada uno de
los cuatro cuadrados grandes. Por ejemplo:

Cuadrado 1 25 ceélulas
Cuadrado 2 34 células
Cuadrado 3 32 células
Cuadrado 4 31 células

122

Correccion de volumen el nimero de células serd tomando en cuenta 4

cuadrados como 4(1.0 x 1.0 x 0.1) mm® o bien 0.4 mm® . Para obtener el voiumen
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de 1.0 mm’ debe multiplicarse 0.4 x 2.5 (1.0/0.4) el factor de correccion del
volumen seré pues 2.5

Correccion de dilucion: fue distinto para algunas cepas porque requirieron
mas dilucién.

D Finalmente:

E. Numero de células / mm® = Numero de células contado x correccion de
volumen x cofreccion de dilucion .

F. Se caicula la cifra de céiulas del segundo recuento y se efectua ia media entre
los 2 resultados.

Figura 9 Ejemplo de observacién en céemara

Ejempio

En ia imagen se han representado céiulas vivas cOmMo puntos bisncos y céiulas muertas (tefidas
con azul) como punios arules Corresponde a una Oe las dreas de contme de la cémara de
Neubauer (1 mm2). Ei nUmero de puntos biancos en Ia zona de contaje es de 35 y ol de arules de
16 E! criteno de inclusion ha sido : estén dentro del érea y por @so se cusntan los que
evidentemente estén dentro ademds de aquellas que toquen la linea superior 0 la derecha pero no
la inferior © la izquierda
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APENDICE 6

Calculo de inéculos

CEPA

2-13 Se realizé hasta el paso 3 y se encontraron muy pocas esporas fuera del

area de contacto por lo que se agregd otro cm? de micelio. La distribucién
dio 2 esporas en un grupo de cuadrantes y 3 en el otro.

recgi lymen:
Tomando en cuenta que la camara se llena con 8ul que corresponden a 8
mm?® y como se contaron 4 cuadrantes, el volumen que esto implica 4 (1.0 x
1.0 x 0.1) mm? o bien 0.4 mm>.
(8 mm’? = 20 Factor de correccion por volumen
(0.4mm°)
reccion por dilucion:
60 pi de solucién en 40 ul de colorante
60:40 = 0.66
3 X 20X 0.66 = 39.6 ~ 40 esporas / mm?

2X 20X 0.66 = 26.4 = 27 esporas / mm® X = 33.5 esporas / mm>
Repeticion Xgr = 23.1 esporas/mm®

Se realizé hasta el paso 3 y se encontraron abundantes esporas que
impidieron realizar e! conteo por lo que se procedi¢ a diluir tomando una
parte de la solucién por 9 de agua estéril.

60 ul de solucién en 40 ! de colorante

y luego tomando 10 ul de la solucién coloreada y agregandola a 90 ul de
agua estéri!

60:40 = 0.66 Diluyendo en 100 para ajustar
0.66: 100 = 151.51

3 x 20 x 151.51 = 9090.6 esporas / mm?
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X= 9090.6 esporas / mm?
Repeticion  Xg =10605.7esporas / mm®

2-12 Se realizé hasta el paso 3 y no se encontraron esporas, por lo que se

2-6

2-11

repitié, se agité por mas tiempo (3 min ) y entonces se realizé la medicion.
60 u! de solucion en 40 ! de colorante
60:40 = 0.66 -
4 X 20X 0.66 = 52.8 esporas / mm*
X= 52.8 esporas / mm’
Repeticién Xg =72.6 esporas / mm®

Se puso 1 cm? en 5 ml porque en las anteriores se tuvo problema para
visualizar.

Se prepardé en 5 ml , después de varias agitaciones se someti® a una baja
de la temperatura porque no se observaban estructuras finaimente se

mantuvo a 5°C por 10 minutos seguido de agitacion y se obtuvieron
resultados.

60 ul de solucidn en 40 ul de colorante

60:40 = 0.66
0.66:1 = 1.51

6 X 20X 1.51 = 181.2 esporas / mm®
8 X 20X 1.51 = 214.6 esporas / mm® ~ 211.4 esporas / mm?

X= 211.4 esporas / mm>

Se agregb en 5 ml y se diluyé al 10 'se obtuvo
60 ul de solucion en 40 il de colorante
60:40 = 0.66

5x 20 x 151.51 = 15151
7 x20 x 151.51 = 21211.4 = 18181.2 esporas / mm®




2-4

2-9

*2-15

X= 18181.2 esporas / mm®

Repeticién Xa=18181.2 esporas / mm?

Se prepar6é en 5 mi y se obtuvo:
60 ul de solucion en 40 ! de colorante

60:40 = 0.66
0.66:2 =3.03

12x20x0.66 = 727.2
9 x 20 x0.66 = 545.4 = 636.3 esporas / mm>

X= 636.3 esporas / mm®
Repeticibn Xp =666.6 esporas / mm®

Se agregd también en § mi, pero al igual que con 2-6 no se pudo observar
ninguna espora suelta, se sometié a condiciones extremas de temperatura
(5°C y 40°C) y de agitacion (5minutos) pero sin ningun resultado por lo que

se procedié a sembrario por azada.

Se agregd en 5 m! y se obtuvo

60 ul de solucion en 40 ul de colorante
60:40 = 0.66

5 x 20 x 0.66 = 66

4 x 20 x0.66 = 52.8 = 59.4 esporas / mm®

X= 59.4 esporas / mm®
Repeticién Xa =59.4 esporas / mm®

Se agregt en 5 ml y se obtuvo

60 ul de solucion en 40 ul de colorante

60:40 = 0.66
0.66-1 = 1.51



10 x 20 x 151.51
7x 20 x151.51 = 25756.7 esporas / mm®

X= 25756.7 esporas / mm®
Repeticion Xgr=15151 esporas / mm>

Se sometié a enfriamiento por 10 min hasta congelacién y luego se agité
vigorosamente, con lo cual liberd unas estructuras que no son observables
en |a primera revision al microscopio.

60 ul de solucién en 40 ul de colorante

60:40 = 0.66

4x20x066 =528
5 x20x 0.66 = 66 = 59.4 esporas / mm®

X= 59.4 esporas / mm?




APENDICE 7
ESTADISTICOS

RADIOS DE DIFUSION

El didametro exterior se expresd en [ mm ], las lecturas se realizaron a diferentes
intervalos de tiempo y se tomaron notas sobre la apariencia del quitosan en cada
uno de los intervaios.

Datos :

Soluciéon de quitoséan al 1.5%

Q5.5 M55 O hrs 48 hrs. 74 hrs. 218 hrs. Datos
estadisticos
1 8 mm 14 mm 14 mm 14 mm
x= |§=
13.5 |1
2 8 mm 13 mm 13 mm 13 mm
8=1 [n=2
Q50 M55
1 8 mm 10 mm 10 mm 10 mm
X = 52 =
10.75 2.2
2 8 mm 11.5 mm 11.5 mm 11.5mm 8=15|n=2

t Apariencia del quitosan

0 soélido opalescente
74 solido opalescente
218 solido amarillo opalescente

Estadistico: Inferencias sobre la diferencias de medias, prueba de hipétesis

Sp2 = (ny-14(8, Y +(n: 2 ny+ny —2= 2 grados de libertad
Ny._Nz-2

Sp? = (2-1)(1)+(2-112.25)
2




Sp?=1.625

Sp=1.274
To=135-1075
1274 VVa +¥1
To=_275
1.274 V1
To = 275
1.274
To=2.158
95% de confianza y 2 grados de libertad
1 wbias = 2.920
Ho = py =p2
Hy = gy 2p2

Mo/ = 2.158 < 2.920 .. No hay diferencia significativa y se acepta Hp

Lo cual se interpreta como que no existe diferencia significativa entre las 2 medias
de diametro, por lo que para saber si el pH es determinante en la difusién es
necesario hacer un estudio mas a fondo. con mas determinaciones. lo cual se sale
de los objetivos de esta experimentacion ya que o importante para nuestro
objetivo es saber que existe difusidon con el quitosan a pH de 5.5 en un medio de
igual valor y siendo asi se elimina la variable de pH para determinar el efecto del
quitosan sobre las cepas.
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EFECTO FUNGICIDA
CONTROL A MINIMA CONCENTRACION (1.5%p/v)

Clave:2-11

Clave:2-7




EFECTO FUNGISTATICO
CONTROL A CONCENTRACION (2.0%p/v)
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EFECTO FUNGISTATICO
CONTROL A CONCENTRACION 2.5%p/v)

Clave;2-6
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EFECTO FUNGISTATICO
CONTROL A CONCENTRACION 2.5%p/v)

Clave:2-13
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EFECTO FUNGISTATICO
CONTROL A CONCENTRACION 2.5%p/v)

Clave:2-15
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EFECTO FUNGISTATICO
CONTROL A CONCENTRACION 2.5%plv)

Clave:2-5

Control
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EFECTO FUNGISTATICO
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