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INTRODUCCION

El consumo de fresas como fruta fresca ha aumentado sustancialmente durante las Ultimas
décadas debido a sus beneficios para la salud (Rahman et al., 2018). La fresa se encuentra
entre una de las mejores fuentes de compuestos bioldégicamente activos que contiene,
azlcares, vitaminas, minerales y carotenoides, asi como &cido ascorbico, compuestos
fendlicos y otros antioxidantes (Galli et al., 2016). Los consumidores de fresa pueden
obtener mejores beneficios para la salud debido alos niveles elevados de estos metabolitos
secundarios (Rahman et al., 2018). El estrés por salinidad es el segundo factor abiotico
limitante més critico y perjudicial que afectan globalmente el crecimiento y el rendimiento
de varios cultivos horticolas (Saidimoradi et al., 2019), como la fresa. El proceso de
salinizacién del suelo se desarrolla de forma natural, ya sea por la meteorizacion de las
rocas madre, la deposicion del agua de mar y la deposicion atmosférica o mediante
procesos secundarios que incluyen, riego con agua subterranea salobre, riego continuo por
largas duraciones, manejo inadecuado del agua y métodos culturales en la agricultura de
riego (Yaghubi et al., 2019 : Evelin et al.,, 2019). El metabolismo de las plantas puede
verse gravemente afectado por la alta salinidad del suelo y/o el agua de riego (Jamalian et
al., 2020). Cuando se produce este tipo de estrés, se ven afectados muchos procesos, como
la fotosintesis, la sintesis de proteinas, las actividades enziméticas y los metabolismos de
lipidos y hormonas (Zahedi et al., 2020). Las altas concentraciones de sal imponen estrées
osmbtico a través de la membrana plasméatica y también reducen el potencial hidrico, lo
que limita la disponibilidad de agua y somete a las plantas al estrés por sequia (Baral,
2019). Uno de los efectos nocivos importantes de la salinidad es el dafio de tejido foliar
gue finalmente conduce a la senescencia (Saidimoradi et al., 2019). La mayor incidencia
de estrés abidtico conduce a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
podrian ser responsables del efecto adverso sobre el crecimiento, morfologia, reduccion
del rendimiento y la productividad de los cultivos agronémicos (Bali y Sidhu, 2020). La
planta de fresa se consideran una especie sensible a la salinidad, aunque existen
diferencias en sensibilidad a la salinidad entre cultivares (Jamalian et al., 2019). Los
bioestimulantes son productos capaces de actuar sobre los procesos metabdlicos y

enzimaticos de las plantas mejorando la productividad y la calidad de los cultivos, también



ayuda a las plantas a hacer frente al estrés abidtico, especialmente en la etapa temprana
del desarrollo de la planta (Xu y Geelen, 2018). Los bioestimulantes se pueden obtener a
partir de microrganismos, este grupo incluye a los hongos filamentosos, bacterias,
levaduras y microalgas, los efectos positivos de su aplicacion son: mejorar la absorcion
de nutrientes a través de la fijacion de nitrogeno y la solubilizacion de nutrientes,
modifican el estado hormonal al inducir la biosintesis de hormonas vegetales como las
auxinas, citoquininas, ademéas de aumentar la tolerancia al estrés (Bulgari et al., 2019). El
acido kojico (AK) es un agente quelante producido por varias especies de hongos durante
la fermentacion aerdbica de varios sustratos (Ammar et al., 2017), estudios recientes se
han centrado en la produccién de AK por microorganismos como métodos alternativos no
toxicos y seguros. El &cido kojico (5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona; AK) se ha utilizado
como un metabolito secundario Ctil con multiples aplicaciones y que es producido por
hongos comunes del Género, Aspergillus, como A.oryzae, A.tamarri, A. parasiticus y A.
flavus, ademas de Penicillium y Acetobacter (Bentley, 2006 :El-Kady et al., 2014). Los
metabolitos tienen varias funciones, que incluyen la sefializacion celular, los efectos
estimuladores e inhibitorios sobre las enzimas, la actividad catalitica propia, la defensa y
las interacciones con otros organismos (Rodrigues, 2016). Por ejemplo, el acido kojico
puede utilizarse para preservar productos agricolas, particularmente vegetales y frutas,
durante el almacenamiento al inhibir la accion de la polifenol oxidasa (PPO) (Promsang
et al., 2019), ademas de que el AK tiene una poderosa actividad antioxidante, se usa
ampliamente como conservante y potenciador de sabor (Bala et al., 2015). Debido a la
poca informacion que se tiene sobre el uso de &cido kojico en la fisiologia de las plantas,
la presente investigacion se centrd en la aplicacion de un extracto a base de acido kdjico
obtenido por fermentacion liquida por medio de la cepa A. niger, con la finalidad de
evaluar el efecto bioestimulante en plantas de fresa expuestas a estrés salino, analizando
componentes enzimaticos, no enzimaticos Yy la capacidad antioxidante en el cultivo de

fresa.



Objetivo general
Evaluar la tolerancia al estrés por salinidad en plantas de fresa mediante la aplicacion de

un extracto rico en acido kdjico obtenido por fermentacion en medio liquido.

Objetivos especificos

1. Establecer un sistema de fermentacion en medio liquido fomentando el fendbmeno
de induccion-represién para la sintesis del acido kdjico por una cepa de Aspergillus
sp.

2. Evaluar la tolerancia al estrés por salinidad en plantas de fresa con la aplicacion
de un extracto rico en &cido kojico mediante variables agrondmicas, fisiologicas y
bioquimicas.

3. Analizar la expresion de genes relacionados con la tolerancia al estrés por salinidad
en plantas de fresa con la aplicacién de un extracto rico en acido kéjico.

Hipdtesis
La aplicacion foliar de un extracto rico en acido kojico incrementara la tolerancia al estrés

por salinidad en el cultivo de fresa.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del cultivo de fresa

La fresa (Fragaria x ananassa Duch) es una fruta pequefia importante que se cultiva a
nivel mundial (Bajpai et al., 2019). México es el tercer proveedor de fresa fresca al
mercado internacional, con 14.83% del valor de las exportaciones mundiales. En
particular, las exportaciones mexicanas representan 87.79% de las importaciones de
Estados Unidos (SIAP, 2016). La fresa se encuentra entre una de las mejores fuentes de
compuestos biologicamente activos, con un sabor aceptable, altos niveles de fibra,
azlcares, vitaminas, minerales, carotenoides, asi como é&cido ascorbico, potasio,
compuestos fendlicos y otros antioxidantes (Galli et al., 2016), ademés de posibles
propiedades anticancerigenas, por lo que es una planta importante en la nutricion humana
(Mozafari et al., 2018).

Factores que afectan al cultivo de fresa

El estrés bidtico y abidtico afectan el rendimiento de la fresa y la calidad de la fruta (Bajpai
et al., 2019), como el provocado por la sequia, la salinidad, la temperatura extrema, una
alta radiacion solar y los contaminantes, como metales pesados o pesticidas, producen
estrés oxidativo, es decir, un aumento en los niveles celulares de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Kerchev et al., 2020). Los niveles bajos de ROS normalmente se
producen por diferentes reacciones durante el metabolismo fisioldgico como la
fotosintesis o la respiracién, y desempefian un importante papel de sefializaciéon en el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Bulgari etal., 2019). La alta concentracion de sal
en el suelo tiene un efecto devastador en el metabolismo de las plantas, al interrumpir la
homeostasis celular y desacoplar los principales procesos fisiologicos y bioguimicos (Zou
et al., 2019). Las plantas de fresa se consideran especies sensibles a la salinidad, aunque
existen diferencias en su sensibilidad a la salinidad entre los cultivares (Jamalian et al.,
2020).



Estrés salino en plantas

El estrés salino es una de las amenazas ambientales mas graves para la produccion de
cultivos (Jamalian et al., 2020). La tensién producida por salinidad y en consecuencia el
estrés abiotico impuestos reducen de manera importante el crecimiento de las plantas, el
rendimiento y la calidad de los productos comercializables, en consecuencia con pérdidas
anuales considerables (Kerchev et al., 2020). Las altas concentraciones de sal imponen
estrés osmotico a través de la membrana plasméatica y también reducen el potencial
hidrico, lo que limita la disponibilidad de agua y somete a las plantas al estrés por sequia
(Baral, 2019). Ademés de generar desequilibrio de nutrientes, debido a una absorcion
limitada desde el suelo, afectando la calidad nutricional de los cultivos horticolas (Bulgari
et al., 2019). Se ha aceptado que las condiciones salinas normalmente aumentan la
absorcion del i6n sodio (Na*) al tiempo que disminuyen la absorcién de los iones potasio
(K*) y calcio (Caz*) (Mozafari et al., 2018). El aumento de los niveles de minerales
inorganicos en el medio ambiente crea estrés osmético y hidrico, pero al mismo tiempo
proporciona un osmoticum barato para reducir el potencial osmético celular y, por lo
tanto, evitar la pérdida de agua (Isayenkov y Maathuis, 2019). Las altas concentraciones
de Na* pueden alterar la textura basica del suelo, lo que resulta en una disminucion de la
porosidad del suelo y, en consecuencia, reduce la aireacion del suelo y la conductancia del
agua, una alta disposicion de sal en el suelo genera una zona de bajo potencial hidrico, lo
que hace cada vez mas dificil que las raices adquieran tanto agua como nutrientes
(Manishankar etal., 2018).

Mecanismos que activan las plantas para hacer frente al estrés salino

Las plantas son sésiles y, por lo tanto, tienen que desarrollar estrategias y/o mecanismos
adecuados para adaptarse a ambientes con alto contenido de sal. Algunas de las estrategias
incluyen una serie de vias de transduccion de sefiales que estan involucradas en
actividades que van desde la deteccion del estrés salino, hasta la expresion de diferentes
genes que responden al estrés, que regulan procesos, incluida la regulacion de la
homeostasis i0nica, la activacion de la via del estrés osmotico, la mediacion de la
sefializacion de hormonas vegetales y la composicion de la pared celular (Zhao et al.,
2021: Hasanuzzaman y Fujita, 2022).



Equilibrio de iones:

Para tolerar el estrés salino de manera mas efectiva, las plantas han desarrollado varios
mecanismos reguladores que perciben rapidamente los cambios en las concentraciones de
Na*y la presion osmotica causada por el estrés salino (Ma et al., , 2022). Bajo condicione s
de estrés salino, las elevadas concentraciones de iones de sodio, se acumulan en las células
vegetales, en niveles toxicos, interrumpiendo la homeostasis de iones. Por su parte, las
plantas han desarrollado sistemas para mantener niveles bajos de Na*eliminandolo del
citoplasma. Este proceso se realiza por medio de antiportadores de Na*/H*, que van
transportando al Na* a cambio de H*. Los antiportadores Na*/H* localizados en la
membrana plasmatica transportan Na* al apoplasto, y los antiportadores Na*/H*
localizados en vacuolas son responsables de mantener la compartimentacion de Na*en las
vacuolas (Zhao et al., 2021). La via reguladora hipersensible a la sal (SOS) es esencial
para decodificar las sefiales de calcio inducidas por sal y mantener la homeostasis ionica
en la célula vegetal (Ma et al., , 2022), mediante la modulacion de la actividad de los
antiportadores de Na* /H * durante el estrés salino. El estrés salino induce la acumulacion
de Na*y Ca*2dentro de la célula, de acuerdo a la descripcion por Zhao et al., 2021, 1) El
aumento de Ca?* inducido por monocationes de glucuronosiltransferasa 1 (MOCAL) es
como un canal permeable a Ca2* en la membrana plasmatica. 2) Los esfingolipidos de
glucosil inositol fosforilceramida (GIPC) detectan y se unen a Na* para activar la entrada
de Ca?* mediada por MOCAL. 3) Los esfingolipidos de glucosil inositol fosforilceramida
(GIPC) detectan y se unen a Na* para activar la entrada de Ca?* mediada por MOCAL. 4)
El canal i6nico dependiente de nucleétidos ciclicos (CNGC) y el transportador de potasio
(K*) de alta afinidad (HKT1) son necesarios para el transporte de Na* al interior de la
célula. 5) La via hipersensible a la sal (SOS) desempefia funciones esenciales en la
exclusion de Na*. 6) El sensor de calcio, SOS3/SCaBP8, recluta SOS2 en la membrana
plasmatica y promueve la fosforilacion mediada por SOS2 del antiportador SOS1 de
Na*/H*. En condiciones de estrés salino, SOS3/SCaBP8 percibe el aumento de la sefial de
calcio citoplasmatico y lo transduce a la serina/treonina proteina quinasa corriente abajo,
SOS2. SOS3/SCaBP8 recluta SOS2 en la membrana plasmatica y la activa.
Posteriormente, SOS2 fosforila SOS1, lo que mejora la tolerancia a la sal de la planta al

aumentar la actividad de intercambio de Na*/H*. SOS1 juega un papel clave en el



transporte de Na* desde el citoplasma al apoplasto. La salida de Na* es impulsada por el

gradiente de protones que se genera a partir de la membrana plasmatica H* ATPasa.

Ajuste osmotico:

La acumulacion de iones en el citosol, como compuestos organicos, ocurre en condiciones
de salinidad/ estrés ocasionando un ajuste osmotico celular. Los solutos son compuestos
que no son toxicos y se encuentran altamente acumulados en el citosol, la funcion de estos
solutos es de proteccion a las enzimas, las estructuras de membrana, y como un eliminador
que reduce a las especies reactivas de oxigeno (Horie et al., 2012), también regulan la
presion osmatica al disminuir el potencial osmético en el compartimento citdlico. Algunos
de los solutos son: azlcares (sacarosa Yy fructosa), polioles (sorbitol, manitol, glicerol,
arabinitol y pinitol), azlcares complejos (fructanos, trehalosa vy rafinosa), iones
(predominantemente  K*), proteinas especificas y metabolitos cargados (betaina, prolina,
glutamato, aspartato, glicina, colina, putrescina, oxalato y malato (Park y Yun, 2016). El
estrés salino y estrés osmotico pueden activar las proteinas quinasas (MAPKKK, MAPKK
y MAPK), la activacion de las quinasas puede ser tanto dependiente como
independientemente de la hormona &cido abscisico, desempefiando un papel importante

en la regulacion de respuestas de la expresion génica (Zhang et al., 2020).

Deteccion y sefializacién para regulacion del estrés salino en plantas

Las especies reactivas de oxigeno, apesar de ser toxicas, tienen la ventaja de ser moléculas
de sefializacion versétiles, siendo asi que las quinasas MAPK, se pueden activar por la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno. La sefializacion mediada ROS estan
estrechamente relacionadas con la homeostasis celular y altamente integrada con las redes
de sefializacion hormonal, permitiendo a las plantas que regulen su proceso de desarrollo
(Hanin et al., 2016). El aumento en la generacion y la acumulacién de ROS, como el
peréxido de hidrogeno, H202; oxigeno singlete, 1O2; radicales superéxido, O2""; y
radicales hidroxilos, OHe, que son altamente reactivos y generalmente toxicos
(Hasanuzzaman y Fujita, 2022), causan dafios oxidativos Y la peroxidacion lipidica de las
membranas celulares, y tienen un gran impacto en homeostasis de iones al interferir con

los flujos de iones (Hanin et al., 2016). El exceso de ROS es eliminado por medio



componentes antioxidantes enzimaticos y no enziméticos. En el sistema de defensa
antioxidante, SOD actla como componente de los primeros sistemas de defensa en la linea
contra las especies reactivas de oxigeno, catalizando la dismutacion de dos moléculas de
anion superoxido O2 en peroxido de hidrogeno H202 y oxigeno molecular, lo que hace
que el anién superdxido sea menos dafiino (Ighodaro & Akinloye, 2018). Posteriormente,
CAT y APX eliminan H202 a H20 (Hasanuzzaman et al., 2019). Bajo factores estresantes
abioticos es el ciclo ascorbato-glutation, en el que las isoenzimas ascorbato peroxidasa
(APX) desempefian un papel clave en la catalizacion de la conversion de H202, utilizando
ascorbato como donante de electrones especifico (Sofo et al., 2015). De acuerdo a la
concentracion y duracion, las afectaciones del estrés salino pueden ir de minutos a dias el
cual genera estrés osmotico, y de dias a semanas que es cuando se genera la toxicidad
ionica, la salinidad afectara a las plantas ya sea que algunas sean sensibles o menos
sensibles (Soltabayeva et al., 2021).

Bioestimulantes
Los bioestimulantes se definen como: cualquier sustancia o microorganismo aplicado a

las plantas con el objetivo de mejorar la eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés
abiotico y / o los rasgos de calidad del cultivo, independientemente de su contenido de
nutrientes (du Jardin, 2015). Los bioestimulantes tienen varios ingredientes para
promover el crecimiento y el desarrollo de las plantas cuando se aplican en una pequefia
cantidad, y se clasifican principalmente en siete clases que incluyen &cido himico (HA) y
acido fulvico (FA), hidrolizados de proteinas (PH), extractos de algas marinas, quitosano,
compuestos inorganicos, hongos y bacterias beneficiosas (du Jardin, 2015:Xu & Geelen,
2018). Los bioestimulantes promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas, desde la
etapa de semilla hasta plantas maduras, mejorando la eficiencia metabdlica, generando
mayor rendimiento y mejor calidad de cultivo, facilitando la asimilacion y translocacién
de nutrientes (Ali et al., 2019). Los bioestimulantes se pueden obtener a partir de
microrganismo, este grupo incluye hongos filamentosos, bacterias, levaduras y microalgas
(Bulgari et al., 2019). Entre otras definiciones expuestas, Se encuentra la descrita por la
Union Europea (UE), que refiere a un bioestimulante wvegetal, como un producto
fertilizante cuya funcion sea estimular los procesos de nutricion de las plantas

independientemente del contenido de nutrientes del producto con el dUnico objetico de



mejorar una o varias de las siguientes caracteristicas de la planta o de la rizosfera vegetal:
a) eficiencia en el uso de nutrientes, b) tolerancia al estrés abio6tico, c) rasgos de calidad,
d) disponibilidad de nutrientes confinados en el suelo o la rizosfera UE 2019/1009 (UE,
2019). Sin embargo, de acuerdo a lo descrito por la UE, en referencia a los bioestimulantes
de origen microbiano, solo enumera a bacterias como Azospirillum spp., Azotobacter spp.,
Rhizobium spp. y hongos micorrizicos como microorganismos adecuados, y aungque no
estan incluidas dentro de su reglamento existen diferentes cepas de hongos no micorricicos
reportados como hongos promotores del crecimiento vegetal (PGPF), los cuales de
acuerdo a lo reportado por Spinelli et al., 2022 deberian ser considerados por el efecto

bioestimulante que generan en la planta al ser aplicados.

MICROORGANISMOS
Aspergillus sp.

Los hongos filamentosos de Aspergillus producen metabolitos secundarios, que han sido
ampliamente estudiados por sus funciones cruciales en la salud humana, la medicina y la
industria (Siddiquee, 2018), las cepas especificas de Aspergillus son algunas de las fuentes
més extendidas de medicamentos. En la naturaleza, los hongos de este género son los
principales agentes de descomposicion de diversas sustancias organicas (Park et al.,
2017). Las especies de Aspergillus producen un gran ndmero de compuestos nuevos,
incluidas las aflatoxinas, las napto-y-pironas, las ocratoxinas, el &cido ciclopiazénico, las
fumonisinas, la patulina, la gliotoxina, el acido kdjico, las malforminas, la emodina, las
bicoumarinas, el &cido nitropropidnico, el nitropropion, opiobolinas, entre otros, y muchas
de estas sustancias exhiben propiedades biologicas interesantes (Siddiquee, 2018). Es
importante resaltar el interés por el microorganismo Aspergillus niger, que al igual que
otros hongos, tiene gran importancia industrial, lo que le permite utilizarse en la
fermentacion industrial, por su capacidad metabdlica en hidrolisis de carbohidratos v la
produccion de &cidos organicos como es el acido citrico (Lu et al., 2022). Por lo cual, A.
niger, es un hongo filamentoso que, al estar presente en diferentes procesos industriales,
los diferentes compuestos obtenidos por la cepa, lo hacen ser reconocido como seguro
(GRAS), por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA)
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(Schuster et al., 2002:Putri et al., 2020), involucrandose también su uso en el area agricola
(Galeano etal., 2021).

Acido Kajico
El nombre 'acido kéjico' (KA) se derivé de "Koji" es un producto quimico que se obtiene
de varios tipos de hongos como A. flavus, A. oryzae, A. tamariiy A. parasiticus, y algunas
especies de Penicillium (Saeedi et al., 2019). Entre ellos, A. oryzae es una especie bien
conocida que produce acido kojico como metabolito secundario (Park et al., 2017: Sauer
et al., 2013). El acido kdjico (5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona AK), es un metabolito
secundario con diferentes caracteristicas acido débiles que le permiten tener diversas
aplicaciones, inicialmente en la cosmética, después en productos alimenticios, medicina y

farmaceuticos, y en la agricultura (Felipe et al., 2023).

Sintesis de acido kojico

El AK es un metabolito secundario cuya via de biosintesis sigue sin estar clara hasta la
fecha (Feng etal., 2019: Perng-Kuang et al., 2023), algunos autores como (Thines etal.,
2006), presentaron un esquema de vias metabdlicas que conducen a los principales
metabolitos secundarios. La principal fuente de energia de los organismos heter6trofos es
la glucosa, la descomposicion de la glucosa no solo da energia, sino que también
proporciona los precursores necesarios para el metabolismo secundario. La degradacion
de glucosa a través del ciclo de las pentosas fosfato, asi como la formacion de triosas y
pentosas, da como resultado una tetrosa (eritrosa-4 fosfato), que puede reaccionar con el
fosfoenolrpiruvato para producir acido shikimico, que es la ruta por donde podria
derivarse el &cido kojico. La triosa generada a través de glucélisis se convierte en piruvato
y, posteriormente, en acetil-coenzima A, que es posiblemente el bloque de construccion
mas predominante en el metabolismo secundario de los hongos. Algunos autores
mencionan que el acido kojico se sintetiza a partir de la glucosa sin pasar por glucolisis
(Arnstein 'y Bentley, 1953). Otros autores mencionan la participacion de la glucosa
deshidrogenasa y la glucanato deshidrogenesa en la biosintesis de AK, que también
implica enzimas o intermediarios involucrados en la biosintesis, sin embargo, no han sido
identificados del todo (Perng-Kuang et al., 2023).
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Produccion de Acido Kajico
El KA es producido bajo diferentes procesos fermentativos, bajo algunos parametros
fisicos como, agitacion y aireacion, estaticos, periodo de incubacion, temperaturas
optimas, y pH adecuado, las condiciones de cultivo es caracteristico para cada
microorganismo productor, ademés el medio de cultivo debe de contener, una fuente de
nitrégeno, carbono, nutrientes minerales adecuados para la sintesis de KA (Rasmey vy
Abdel-Kareem, 2021: Chib et al., 2023). Estudios se han centrado en la produccién de
acido kojico por microorganismos como métodos alternativos no toxicos y seguros,
ademds, la produccion de AK por fermentacion aerdébica de especies de Aspergillus se
considera una de las mejores técnicas utilizadas en las industrias (Ammar et al., 2017).
Algunos autores han implementado tecnicas para mejorar la produccion de acido kojico,
como lo mencionan, Feng et al., 2019, quienes utilizaron el hongo Aspergillus orizae,
denominado KA-11, mismo que se sometid a un programa combinado de mutagénesis,
los resultados arrojaron que la produccion de acido kojico aumentd en un 47.0%, 87.1%,
126.2% y 292.3%, después de cada etapa de mutagénesis. Por otra parte, Ammar et al.,
2017, utilizaron dos cepas de Aspergillus de tipo salvaje, A. flavus (HAK1) y A. orizae
(HAK?2), para la biosintesis de acido koéjico donde el medio de cultivo de sacarosa y
extracto de malta (MES) fue el mejor medio de cultivo para la produccion maxima de AK,
ademas de que la produccion maxima de AK, se ha estimado enun pH 4, después de siete
dias de incubacién a 30°C, mientras que, la sobreproduccion de KA se logré mediante
mutagénesis de A. flavus HAKL y A. oryzae HAk?2 a través de su exposicién a diferentes
dosis de irradiacion gamma, por lo que, las cepas mutantes (MT) A. flavus HAK1-M2 y A.
oryzae HAk2-M26 fueron los mutantes mas estables para la produccién maxima de KA
durante cuatro generaciones. En otra investigacion, con la cepa Aspergillus orizae se
inmovilizo en un biorreactor de soporte compuesto de plastico, donde aplicaron medio
deficiente de nitrdgeno para de esta manera aumentar la produccion de AK en el
biorreactor, evaluaron la eficiencia del cultivo inmovilizado para la produccién de AK y
el efecto de la morfologia de A. oryzae en la produccién de AK, después de tres ciclos de

cultivo, se produjeron 83,47 g/ L de AK en biorreactor (Liu et al., 2016).
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Aplicaciones de acido kojico en la industria
El 4cido kojico es multifuncional, y sus derivados en medicina se basan en su
biocompatibilidad, con propiedades antimicrobianas vy antivirales, usado en la cosmética
como, antimanchas, en la farmacéutica como, antiparasitarias, en la agricultura como,
formulados de pesticidas e insecticidas, y en la industria alimentaria como, antioxidante y
aditivo alimentario (Ammar et al., 2017: Rodrigues, 2016: Saeedi et al., 2019). (Shah et
al,, i, 2017), aplicaron &cido kojico en frutos de litchi, para disminuir el pardeamiento,
utilizaron tres dosis diferentes de AK,: 2, 4y 6 mmol L'tde AK en los frutos, y fueron
almacenados a5 +1 ° Ccon 90 + 5% de humedad relativa durante 20 dias. Los resultados
mostraron que, la fruta tratada con 4 mmol L ! KA redujo la pérdida de peso y la
descomposicion de la fruta, mientras que 6 mmol L ~!-el AK retras6 el pardeamiento del
pericarpio al mantener concentraciones de antocianina y fendlicas totales y actividad
DPPH méas altas, ademés la misma concentracion aumento los solidos solubles, acidez
titulable y, las concentraciones de acido ascorbico en fruto. Mientras que, (Yan et al.,
2020), evaluaron el efecto de la combinacion de25mg L't AK y 10g L X cloruro de calcio
(AK+CaCk) en la senescencia de postcosecha de brécoli, los resultados indicaron que
el tratamiento con KA + CaCl 2 en los floretes de brdcoli, inhibid el amarillamiento de los
floretes y, en general, prolongd la vida Util, ademéas disminuyo la tasa de respiracion, la
produccion de etileno e inhibié la degradacion de clorofila, la actividad enzimatica APX,
POD vy CAT  fueron elevadas, y la expresion de  genes
(BoCHL1, BoCHL2, BoCHL3 , BoPAO, y BoPPH )involucrados en la degradacion de la

clorofila fueron regulados negativamente.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antiinfective-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antiparasitic-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/anthocyanins

13

ARTICULO

PRODUCTION OF KOJIC ACID BY ASPERGILLUS NIGER M4 WITH
DIFFERENT CONCENTRATIONS OF YEAST EXTRACT AS NITROGEN SOURCE



Article

14

Production of Kojic Acid by Aspergillus niger M4
with Different Concentrations of Yeast Extract as
Nitrogen Source

Tomasa Quiterio-Gutiérrez!, Susana Gonzalez-Morales?, José Antonio Gonzalez Fuentes?,
Adalberto Benavides—-Mendoza? Fabian Fernandez-Luquefio?, Julia Medrano Macias3 and
Armando Robledo Olivo5*

I Postgraduate Program in Protected Agriculture, Antonio Narro Autonomous Agrarian University. Saltillo,
Coahuila. México; T.quiterio@ho tmail.com

2 CONACyT - Antonio Narro Autonomous Agrarian University. Saltillo, Coahuila. México;
qfb_sgm@ho tmail.com

3 Department of Horticulture, Antonio Narro Autonomous Agrarian University. Saltillo, Coahuila. México;
jme dmac @g mail.c om, jag 252001 @gmail.com and abenmen@g mail.com

4 Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
fabian.fernandez@cinvestav.edu.mx

5 Fermentations and Biomolecules Lab., Food Science and Technology Department, Antonio Narro
Autonomous Agrarian University . Saltillo, Coahuila. México; armando .robledo@outlook.com

* Correspondence: armando.robledo@outlo ok.com, Tel.: +52 8444110209

Abstract: In agro-industrial processes are preferred, microorganisms that are not pathogenic and
generate molecules generally re cognized as safe (GRAS). The Aspergillus niger fungus has different
industrial applications, being used to produce citric acid and other 166 se condary metabolites. The
objective of this research was to optimize a culture medium to induce the production of kojic acid
(KA) by the Aspergillus niger M4 strainin a liquid fermentation process. Four fermentative kine tics
were developedin flasks, using differentlevels of yeast extractin 1) 0.05 g/L, 2) 0.10 g/L, 3) 2.5 g/L,
4) 2.5 g/L+Zinc sulfate. The culture medium conditions influenced the formation and speed of
biomassand the synthesis and yield of KA. The optimum production points were from 72h and 96
h with 0.552 g/L and 0.510 g/L of KA using 2.5 g/L of yeast extract and pH of 5.5. The Aspergillus
niger M4 strain has the ability to produce kojic acid, induced by the concentration of the nitrogen
source.

Keywords: kojic acid; Aspergillus niger; liquid fermentation; kinetic modeling.

1. Introduction

Aspergillus is a genus of ascomycete fungi of the Aspergillaceae family that contains a
large number of species and is widely distributed in natural environments [1]. Aspergillus
niger is a fungus of great industrial economic importance, due to its great adaptive
metabolic capacity for carbohydrate hydrolysis and the production of organic acids and
proteins, commercially producing citric acid [2, 3]. Around 166 secondary metabolites
derived from A. niger have been detected, grouping into 5 types: pyranone (a-pyrones, y-
pyrones, and naphtho-y-pyrones), alkaloid, cyclopentapeptide, polyketide and sterol [4,
5]. Within the y-pyrones, there is kojic acid (KA), a metabolite of great industrial
importance, due to its weak-acid characteristics that allow it to have several industrial
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applications, such in the cosmetic, food, chemical, pharmaceutical, agriculture and
medicine areas [6]. Some of the uses of KA in the food industry are as antioxidant, as
preservative, as food additive to prevent enzymatic discoloration of vegetables, crabs, and
shrimps, with antifungal effects [7, 8]. In cosmetics has been used as a skin lightening
agent in cosmetic preparations [9,10], being a copper chelator and inhibiting the activity
of tyrosine containing copper ions at theactive site, forming a KA-Cu-Tyrosine complex,
which reduces enzyme activity in human cells by reducing melanin content [6, 8]. KA (5-
hydroxy-2-hydroxymethyl-y-pyrone) is a secondary metabolite produced by a wide
range of fungi of the genus Aspergillus, such as: A. terreus [11], A. parasiticus , A. flavus [12],
and of the genus Penicillium, and certain bacteria [13]. A prominent strain is Aspergillus
oryzae [14], called 'koji-kin' in Japanese, which is the origin of the common name of this
organicacid [15]. A mutant of A. niger (FGSC A1279)has alsobeen detected as a producer
of KA [16]. The industrial importance of the A. niger strain lies in its adaptability to
different carbon sources and culture medium conditions, allowingto find biomass waste-
substrates for a low cost bioprocess. The metabolism of this micro-organism could be
modified by changing the composition of the medium and the mode of fermentation [5],
improving the production of secondary metabolites by optimizing the fermentation
processes [11]. Different methods can be used, such as experimental designs,
mathematical methods, and kinetic models for the optimization of fermentative processes
[17]. Some of the conditions of the culture medium are pH, temperature, carbon, and
nitrogen source, as well as incubation periods. For the production of KA, different sources
of carbon (glucose, xylose, sucrose, starch, maltose, lactose, or fructose) and nitrogen
(NHsCl, (NH4)2S20s, (NHs)2NOs, yeast extract, or peptone) have been used with
Aspergillus flavus strain [17]. Alternatively, when using inorganic sources of nitrogen,
nitrate ions can inhibit enzymes involved in the KA biosynthesis by reducing their
production [18]. While yeast extract (YE) as an organic source at concentrations between
1% and 5%, significantly increase synthesis and production of KA using A. terreus and A.
sojae [11, 19]. High concentrations of the carbon source, and low availability of the
nitrogen source, are key features to enhance KA production [20]. The unused carbon
source which remains in the culture medium, can be converted to KA by the enzymatic
activity thatis found attached to the outer membrane of non-growing mycelial cells [20,
21]. This has given place to the favorable use of YE as an organic nitrogen source,
compared toan inorganicsource. On the other hand, Badar, et al. [22] evaluated the impact
of pH variation on KA production, with two Aspergillus species, at pH: 3.5,4.5,5.5,6.5,7.5
and 8.5 producing: 8, 10, 6, 4 and 3 g/l KA, being better at pH: 4.5 with A. flavus at 20
days, while in A. oryzae with pH 3.5, 4.5, 5.5, 6.5, 7.5 and 8.5 the production was 5, 3, 2,
1.6,1.1 and 0.5 g/L, being favored the pH: 3.5 (20 days). Promsang, et al. [23] mention that
to produce KA with a different strain of A. oryzae, a pH between 3.0 and 5.5 is required.
Other studies reported that during fermentation with A. flavus after 7 days of incubation
at 30°C, reached a maximum production of KA using pH of 4.0 [24]. For the isolation of
A. flavus and A. oryzae for KA production, the culture medium composition consisted in
glucose, YE, KH2POs and MgSO«+7H:0, with an initial pH of 3.0, and heat stress above
40°C [25].Some authors haveadded ZnSOs7H20 in fermentative processes [23,26], toact
as a modulator of cellular amino acid metabolism and redox balance, exerting an
antioxidant effect, inhibiting the presence of aceticacid [27]. Although some authors have
previously proposed the use of ZnCl», for the production of KA with the A. pamsiticus
strain, Zn2* concentrations (10 uM) did not affect KA production [28]. Although culture
media with theuse of ZnSO+7H:0 havealready been made for the production of KA, the
authors did not evaluate theinfluence of the nutrients, they only focused on the different
sources of nitrogen. Derived from the above information, the hypothesis arises of
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modifying the conditions of the culture medium during the liquid fermentation of the
fungus Aspergillus niger M4, to generate an induction in the synthesis of KA. In the present
investigation, the A. niger M4 strain was subjected to liquid fermentation, using diverse
levels of yeast extract as a nitrogen source, addition of zinc sulfate as a nutrient,and pH
adjustments of the medium under different times for thekojic acid obtention.

2. Materials and Methods

Microorganism

In the present study, the Aspergillus niger M4 (code KY825168.1) strain was used
(Property of the Fermentations and Biomolecules Laboratory, of the Food Science and
Technology Department, at the Antonio Narro Autonomous Agrarian University). The
strain was keptin preservation at -20°C, in a medium containing skim milk 10% w /v and
glycerol 5% w/v.The reactivation of the fungus was through Petri dishes, which contained
potato dextrose agar (PDA, Bioxon México), incubating for 7 days at 30°C. For the
preparation of the inoculum, the spores were collected using a sterilized solution of
Tween 80 (Hycel, Mexico) at 1%, and the spores were counted in a Neubauer chamber.

Fermentation conditions

For the fermentation kinetics, a basic medium composed of 100 g/L of glucose as
carbon source, 1 g/L. of KH2PO4, and 0.5 g/l of MgSO4+7H20 was used. Diverse levels of
yeast extract (YE) were used as a nitrogen source, which were: 0.05 g/L, 0.10 g/L and 2.5
g/L, and an additional medium containing?2.5 g/L of YE + 0.1 g/L of ZnSO+7H:0 (YE+Zn).
The pH of theinitial medium was 5.5 for each media with YEvariations. The fermentations
were conducted in Erlenmeyer flasks, and 20 mL of medium was added with an
inoculation of 1x10¢spores per mL of A. niger M4. The flasks were incubated at 30°C and
kept shaking at 125 RPM (INNOVA 44 Orbital Incubator), taking samples at various times
for the analytical determinations.For each YE level, a completely randomized design was
developed, where each flask was considered as an experimental sample reactor, and
intervals of 24 h were considered as experimental time conducted by triplicate, for a total
of 78 reactors at times of up to 552 h. The complementary pH test for 3.5 and 5.5 pH values
was carried out in the same manner described above, placing 36 reactors at a time of 120
h, monitoringeach 24 h. The pH evaluation was realized due it has been reported that the
pH of the medium determines the growth rate and fermentation processes of KA
producing microorganisms [24]. For subsequent analyses, the liquid content of the flasks
after filtration was used, considering it as raw fermentation extract (RFE).

Analytical determinations

To obtain the biomass, each reactor was taken at its respective fermentation time,
obtaining the RFE by double filtration (Whatman N°42), using a Kitasato flask and a
vacuum pump. The mycelium obtained in the first filter was dried in an oven and kept for
24 h at80°C, to determine the biomass by weight difference. The filtered RFE was stored
at -20°C for further analysis. All samples were analyzed in triplicate and the averages
obtained were reported.

The glucose content was quantified by the Miller method [29] placing 1 mL of RFE in
aglass tube, and 1 mL of DNS reagent. The tubes wereboiled in a water bath for 5 minutes,
then thereaction was stopped with anice bath for 5 minutes. 5 mL of distilled water were
added, shaken, and left to stand for 5 minutes at room temperature, thenread in a UV-Vis
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spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA). A
calibration curvewas made with dextrose (Jalmek) at 1000 mg/L.

KA quantification was performed using both, the spectrophotometric technique and
HPLC (high performance liquid chromatography). For spectrophotometer quantification,
the method described by Bentley [30] was used, which consisted of adding 1 mL of
previously filtered RFE, 2 mL of 1% FeCls prepared with HCI (0.1 N), diluting with 5 mL
of distilled water. Readings were made at 505 nm using a UV-Vis spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA). The calibration curve was
prepared using standard grade Kojic Acid (Sigma-Aldrich) at 1000 mg/L. The data
analyzed wereexpressed in grams of KA per liter of fermentation (g/L).

To determinethe KA content by HPLC the method described by Promsang, et al. [23]
was used, with some modifications. The RFE obtained was filtered again through 13 mm
nylon membranes witha 0.45 um pore. The filtered samples were degassed before being
injected into thehigh performanceliquid chromatography (HPLC) equipment. To analyze
kojic acid, a Luna C18(2) separation column (5 pm; 150 x 4.6 mm) and a UV Detector at 270
nm were used. The mobile phase consisted of: A) 94.9% HPLC grade water, 5%
acetonitrile,and 0.1% formic acid; for mobile phase B) 94.9% acetonitrile, 5% HPLC grade
water,and 0.1% formic acid. The proportion of solvents A:B was 40:60 with a flow rate of
1 mL/min, and a temperatureof 22°C. The injection volume was 100 pL, with a retention
time of 12 minutes per sample. The calibration curve was performed with HPLC grade KA
at75 mg/mL.

To measure the antioxidant capacity in the fermentations with different pH, two
radical scavenging methods DPPH and ABTS, were used. For the first method, the one
described by Brand-Williams, ef al. [31], with some modifications, was used. A 0.1 mM
mixture of radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazin-1-yl) was
prepared, diluting with 80% methanol. The absorbance of the solution was adjusted to
0.700+ 0.02 at 520 nm, using a fully automatic microplate reader (BIOBASE-EL 104, Jinan,
SHG, China). For microplate quantification, 6 uL of RFE and 234 uL of DPPH (0.1 mM)
wereadded to each well, allowed to settle for 30 minutes, and then reading was performed
at520 nm.

For the second type of measurement (ABTS), it was analyzed by the
spectrophotometric method of Re, et al. [32], with some modifications. The ABTS (2,2'-
Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical wasprepared at 7 mM with 245
mM potassium persulfate at a concentration (1:1 v/v). Mixture was settled down for 16
hours at 30°C. The absorbance of the solution was adjusted with 20% ethanol to 0.700 +
0.02 at 750 nm, using a fully automatic microplatereader (BIOBASE-EL 10A, Jinan, SHG,
China). For quantification, 5 pL of RFE and 240 puL of ABTS were added in microplate
wells, with a stabilization time of 6 minutes before read at 750 nm. Both radical capture
methods wereexpressed as percentage inhibition, using the following formula:

sample ]

A
nhibition [%] = [1 -4 x100 Eq. 1

control

Where Asimple is the absorbance of the sample, and Awuror is the blank absorbance for
the ABTS with ethanol 20%.
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Calculations of parameters associated with the fermentative process.

The Verhulst logistic growth model, Pirt model, and Luedeking-Piret model, were
used to estimate the theoretical values of the biomass, substrate, and product coefficients,
respectively, as described by Robledo, et al. [33].

The growth rate of the microorganism was measured by estimating the number of
cells (X) over time (f), considering the carrying capacity of the system (Xwx) and the
maximum rate of cell growth ({max).

% = Mimax " X (X—"‘“"_X) Eq. 2

X max

with thesolved form

X, X
X(t)= max =0 Eq. 3

(Xpnax —Xo)e Hmaxtyx
max 0 0

Where Xo are the cells present in the medium when t = 0. For values of pimx > 0, the
resulting growth curvewill havea sigmoidal shapeand will be asymptotic to the carrying
capacity (Xmax). The higher pimx is, the faster the curve will reach the load capacity (Xmax)in
time.

For the production of biomass, it is required to consume substrate (S) for the synthesis
of new cells (S¢), and substrate tomaintain existing cells (Su). Substrate consumption will
always be related to time, and to the biomass in the culture medium, and can be
represented by theexpression:

= -—=Z4imX Eq. 4

Where m is the cell maintenance coefficient, Yxis is the maximum growth yield
coefficient, when ASm = 0.

X2—-X1
Y = .5
X/s ($1—-52)6+(S1-S2)m Fq
X2-X1
Y === .6
X/s ($1-$2)¢ Eq

where X1 is the biomassinitial condition and X2 is the biomass maximum value; S1 is
the substrate initial condition and Sz is the substrate concentration maximum value.
Solution of Equation 4 can be obtained as a function of X as follows:

_ _X-Xo mZXmax Xmax—Xo
S =So In [xw_x] Eq. 7

where So is the initial condition for substratelevel, S.

Kinetics of product (P) formation was modeled using the equation as follows:

dp

dXx
;=YP/X';+R'X Eq. 8
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where Yrix is the product yield in terms of biomass (units of product per unit of
biomass)and k is the secondary coefficient of product formation or destruction.

_ Pp—Pq
Yp/x = X1-Xo Eq. 9

where P1 is the product initial concentration and P: is the maximum product
concentration; X1is thebiomassinitial condition and X:is thebiomass concentration at the
product maximum value. It is possible to solve Equation 8 as a function of biomass.
k-Xmax Xmax —Xi
Py =Po+Yp/x- X —X,) + m'ln [Kx—;] Eq. 10
Substrate consumption (gs) and product formation (gr) rates will be linked to
transformation yields and growth rate.

9p = Minax " Yp/x Eq. 11
_ Hmax
qs = Yxs +m Eq. 12

Statistical analysis

The results wererepresented as the mean of the data + standard deviation, performed
from three replicates per sample. The data were processed with the statistical software
Minitab (version 17.1.0). All data presented a normal distribution and an analysis of
variance (ANOVA), and a Tukey comparison test of means (p <0.05) were performed. For
all theadjustments of the experimental data to the models, the Excel Solver tool was used,
seeking to minimize the squared errors between the experimental values and the model.
As confidence indicators of the models, the mean square error (MSE) and the R2 values
were used.

3. Results

The adaptability of A. niger for the production of industrial metabolites, is based on
its growth environment. The components present in the fermentative medium that go from
the concentration in the source of nitrogen, carbon, and minerals will have an influence on
the production of KA [24].Four different media were evaluatedin the production of KA,
in response to the formation of biomass, reduction of sugars, and the production of KA
were evaluated. The biomass formation of the different kojic acid production is shownin
Figure 1. The concentrations of 0.05 g/L and 0.10 g/L of YE present an exponential phase
between the first and third day, increasing from 1.44 g X/g glucose to 2.11 g X/g glucose
for 0.05 g/L of YE, meanwhile, for 0.10 g/L of YE the first and third day values were1.47 g
X/g glucose and 2.12 g X/g glucose. In the addition of 2.5 g/L. of YE, they increased from
2.18 g X/g glucose t06.04 g X/g glucose between the first and fourth day. For the conditions
with2.5 g/l of YE+Zn the increment was from 1.26 g X/g glucose to 5.13 g X/g glucose in
the same lapse of 4 days. After the 4th day of fermentation for the 4 conditions evaluated,
it could be indicated that the growth process reached its stationary phase. The maximum
growth occurred after 12 days of fermentation under the conditions of 2.5 g/L of YE,
increasing the biomass 6.4 times more compared to zero time.
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Figure 1. Biomass formation of Aspergillus niger M4 using different concentrations of yeast extract
as the only nitrogen source. The dotted lines represent a polynomial trend line of 34 order. Different

uppercase letters indicate statistically significant differences between same concentration of yeast
extract (Tukey p<0.05).

Sugars, such as glucose, areessential for the production of secondary metabolites [34].
The glucose content is shown in Figure 2. During the fermentation of 0.05 g/L and 0.10 g/L
of YE, in the first hours glucose it was reduced by 66% and 60%, respectively. While for
2.5g /L of YEand 2.5 g/L of YE+Zn decreased by 19% and 12%, respectively, for the same

period of time. The highest glucose consumption of 89.4% was reached with 2.5 g/L of
YE+Zn, on the 12th day of fermentation.
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Figure 2. Glucose consumption by Aspergillus niger M4 using different concentrations of yeast
extractassole nitrogen source. The dotted lines representa polynomial trend line of 3t order.
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Different uppercase letters indicate statistically significant differences between same
concentration of yeast extract (Tukey p < 0.05).

The production of the Aspergillus niger M4 fungus to synthesizekojicacid is shownin
Figure 3. KA production starts from the 31 day of fermentation for all YE concentrations
evaluated. For the concentration of 0.05 g/L of YE, a maximum yield of 0.150 g KA/L was
obtained, after 15 days. On the other hand, the concentration of 0.1 g/L of YE, had a
maximum yield of 0.071 g KA/L, after 6 days of fermentation. For the concentrations of2.5
g/L of YE and 2.5 g/L of YE+Zn, maximum yields of 0.523 g KA/L and 0.240 g KA/L were
obtained, respectively,both at 4 days of fermentation.
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Figure 3. Kojic acid production in liquid medium by Aspergillus niger M4 using different
concentrations of yeast extract as the only nitrogen source. The dotted lines represent a
polynomial trend line of 3 order. Different uppercase letters indicate statistically significant
differences between same concentration of yeast extract (Tukey p< 0.05).

Table 1 was generated with the kinetic parameters from the evaluations with all the
concentrations of yeast extracts. The highest parameters of maximum growth velocity
(umax), biomass-substrate yield (Yxs), product-to-biomass yield (Yrx), substrate
consumption rate (gs), and product formation rate (qr), were presented for the
concentration of 2.5 g/ YE. The values of Yrx and gr for 0.05 g/L YE, and gr for 0.10 g/L
YE, presented insignificant values in ranges of 10-7-10-°. For none of the YE concentrations,
maintenance coefficient values () or product formation (k) were shown.
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Table 1. Kinetic parameters of fermentation using different concentrations of yeast extract as
the only nitrogen source. The values were calculated from the respective models mentioned
above.

Parameter 0.05¢/LYE 0.10g/LYE 259/LYE 2.5g9/LYE+Zn

bmax (N™)  0.006£0.001c 0.004+0.001c  0.035+0.001a  0.024+0.002b

Yxs (9X/gS) 0.019+0.001c 0.020+0.003c  0.082+0.001a  0.052+0.004b

m (g X/g Sh) 0.000£0b  0.000%0b 0.000+0a 0.000£0b
Yeix (g KA/g X) 0.000£0b 0.007+0.006b 0.032:0.004a  0.029+0.001a
k (g KA/g X h) 0.000t0a  0.000%0a 0.000+0a 0.000+0a

gs (gglulg Xh) 0.29620.062ah 0.199+0.051b 0.430+0.001ab  0.460+0.084a
ge(g KA/gXh)  0.0000:0c  0.0000:0c 0.0011+00001a 0.0007+0.0001 b

Values are presented as mean (+ standard deviation, n = 3). Different lowercase letters in the same row indicate
statistically significant differences (p <0.05).

For the standardization of the induction of KA, a kinetic of 120 h was submitted with
the use of 2.5 g/L of YE as a nitrogen source (Fig. 4). The optimal points of production was
at72h and 96 h with 0.522 g/L. and 0.510 g/L of KA. The results of this study showed that,
in terms of general production, fermentation with 2.5 g/L. of yeast extract in the culture
medium were favorable for KA production, and that even fermentation times were
shorter, favoring the obtaining of the metabolite under the aforementioned conditions.
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Figure 4. Production of kojic acid by Aspergillus niger M4 in liquid me dium fermentation, at 120
h using 2.5 g/L of YE as the only nitrogen source. The solid line re presents the calculated values
by the Equation 10 [R? = 0.9473; MSE = 0.0083]. Different uppercase letters indicate statistically
significant differences (Tukey p < 0.05).
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Effect of pH on kinetic parameters

To investigate the variability of KA production when using the conditioned culture
medium, the effect of the pH of the growth medium was evaluated, being at pH 3.5 and
pH 5.5 in a time of 120h. The biomass grow th kinetics process for 120 his shownin Figure
5.In the 72 h witha pH 3.5 thereis an increase in biomass of 1.067 g/L, whilewith pH 5.5
in the 72 h and 96 h the increaseis 1.500 g/L and 1.622 g/L. The experimental data were
adjusted to the equation 3. The pH 5.5 was more favorable during the biomass growth
phase, therefore, the addition of acid to adjust the pH to 3.5 of the culturemedium could
not be effective for the fungal activity, affecting the production of KA.
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Figure 5. Biomass formation at 120 h using 2.5 g/L of yeast extract as nitrogen source. The
dotted line re presents the calculated values by the Equation 3 [pH3.5: R2=0.9391; MSE=0.0168;
pH 5.5: R? =0.9694; MSE = 0.0138]. Different uppercase letters indicate statistically significant
differences (Tukey p < 0.05).

Substrate

The consumption of glucose as reducing sugar is observed in the Figure 6. In
conditions of pH 3.5 the decrease occurred after 48 h, while in pH 5.5 the decrease was
after 72h. Maximum glucose consumption was 68.2% at pH 3.5 and 32.3% at pH 5.5, both
at 120 h of fermentation process. The glucose present in the culture medium was mostly
accumulated under conditions of pH 5.5, whilewitha pH 3.5 influenced the reduction of
sugars,however, the pH adjustment interfered in the production of KA (Figure 6).
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Figure 6. Substrate at 120 h using 2.5 g/L yeast extract as nitrogen source. The dotted line
represents the calculated values by the Equation 7 [pH 3.5: R? = 0.9188; MSE =11.1924; pH 5.5:

R? = 09758, MSE = 1.9768]. Different uppercase letters indicate statistically significant
differences (Tukey p < 0.05).

Product

In the product formation (Figure 7) ata pH 3.5 the presence of KA was obtained in 48
h, producing 0.252 g/L, and kept values near until the end of the process. On the other
hand, with pH 5.5 the product was generated at the same 48 h with a production of 0.265
g/L, with anincreased tendency until the end of the process, reaching the maximum value
of 0.436 g/L.
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Figure 7. Production of KA during 120 h using 2.5 g/L yeast extract as nitrogen source. The
dotted line represents the calculated values by the Equation 10 [pH 3.5: R? = 0.8787; MSE =
0.0022; pH 5.5: R? = 0.9366; MSE = 0.0025]. Different uppercase letters indicate statistically
significant differences (Tukey p < 0.05).

The RFE measured by HPLC are found in Figure 8. It is observed that at pH 3.5 a
value of 0.396 g/L of KA areproduced at72 h, however, KA production decreased during
the remaining fermentation time at 96 h and 120 h. At pH 5.5 after 96 h a production of
0.491 g/L of KA is above the highest value obtained with pH 3.5, and the highest value
obtained with pH 5.5 was of 0.931 g/L of KA at 120 h. It could be considered that the
conditions to produce KA by means of Aspergillus niger, the pH of the initial medium
should be pH 5.5, since there could be the possibility thatby adjusting pH 3.5 the medium
is too acidic for the fungus.
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Figure 8. Kojic acid measurement by HPLC during 120 h of fermentation using 2.5 g/L yeast
extractas nitrogen source. Dotted lines are the order 3¢ polynomic tendency line [pH3.5: y =
2E%x3 - 0.0002x2 + 0.011x + 0.10733; pH 5.5: y = 2E6x3 - 0.0002x2 + 0.011x + 0.1071]. Different
uppercase letters indicate statistically significant differences (Tukey p< 0.05).

All modeled parameters aresummarized in table2, whereit can be observed that pH
5.5 medium conditions favored thebiomass production and yielded better KA production.
The outstandingresults arethe growth speed (umax), being the pH 5.5 process the fastest to
favor fungal growth, and the biomass product yield (Yrx), where the process at pH 5.5
presents the highest number of grams of KA per gram of glucose.
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Table 2. Kinetic parameters of fermentation using two values of pHin the culture me dium and
only 2.5 g/L of yeast extract as the only nitrogen source. The values were calculated from the
respective models mentioned above.

Parameters (units) pH3.5 pH5.5

Himax (N0 0.049+0.001 0.065%0.004
Yys (9 X/g S) 0.345+0.010 0.173+0.068
m (g X/g Sh) 0.135+0.015* 0.108+0.016*
Yo (g KA/g X) 0.231+0.005 0.246+0.005

k (g KA/gX h) 0 0
gs (gglucose/g X h™) 0.276+0.017 0.347+0.005
ge (g KA/gX h™) 0.015+0.003* 0.016+0.001*

Values are presented as mean (+ standard deviation, n =3). Asterisk inthe same row indicate NO statistically significant
differences (p <0.05)

Antioxidant capacity by DPPH and ABTS

Assaysbased on electron transfer, measurethe ability of an antioxidant to reduce an
oxidant, which is represented by the color change that occurs when it is reduced, and
correlates with the antioxidant concentration in the sample (ABTS or DPPH). Although
the reducing capacity of a sample is not directly related to its radical scavenging capacity,
it is still an important parameter of antioxidants [35]. On the other hand, the inhibition
percentage of both assays (ABTS and DPPH) is expressed using effective concentration
values (ECs0), which is reported as the amount of antioxidants necessary to reduce the
initial concentration of sequesteringradicals by 50% [36]. When measuring the antioxidant
capacity DPPH and ABTS, all values were below the ECso (Table 3). However, the highest
values were reached when the KA accumulation was the higher one. From the point of
analysis, the purification of the KA metabolite could be carried out to avoid interferences
in the analysis of the antioxidant capacity.

Table 3. Percentage inhibition of DPPH and ABTS in two fermentation processesatpH3.5 and

pH5.5.
pH35 pPHG5
Time (h) DPPH ABTS DPPH ABTS
(% inhibition) (% inhibition) (% inhibition) (% inhibition)
0 1.89+1.32b 0.062+0.91b 8.42+1.07c 12.88+1.25b
24 15.64+095a 9.92+1.03a nd nd
48 17.25+1.38a 14.36+3.99a 14.37+0.82b 18.04+2.54a
72 16.37+2.64a 13.71+1.84a 17.12+7.41ab 15.45+1.18ab
96 18.44+0.27a 11.68+3.96a 16.59+6.11ab 16.18+0.99a
120 18.41+0.51a 14.48+2.28a 18.73+4.93a 17.56+1.53a
CV 8.76 23.98 12.64 9.96

Values are presented as mean (+ standard deviation, n = 3), different lower case letters in the same column indicate
statistically significant differences (p <0.05)
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4. Discussion

Endophytic fungi are recognized as a source of bioactivesecondary metabolites with
various potential applications in medicine, agriculture, and the pharmaceutical industry
[37]. Fermentative processes use fungi to convert substrates into different products [38].
Kojic acid is an important biomolecule produced by fermentative biological processes [39].
Some organic nitrogen sources, like peptone and yeast extract, act as precursors in the
production of kojic acid [40], as well as some inorganic sources [11, 41]. The growth
medium and the conditions for the production of metabolites influence the formation of
biomass, the carbon source consumption, and the synthesis of KA. Kojic acid is commonly
produced mainly by species such as A. oryzae and A. flavus [30], whose studies are currently
more based on molecular modulation [42]. Other Aspergillus species, such as A. tamarii and
A. parasiticus, A. terrus, A. sojae, and some of the Penicillium genus [6], whose secondary
metabolite has multiple applications, initially in cosmetics, and later in food, medicine,
pharmaceutical products, and in agriculture [34]. The KA is produced under different
fermentative processes, under some physical parameters such as agitation and aeration,
static,incubation period, optimal temperatures, and adequate pH. The culture conditions
arecharacteristic for each producing microorganism, in addition the culture medium must
be contain, a source of nitrogen, carbon, mineral nutrients suitable for KA synthesis [19,
31-33,43].

In the present investigation, seven fermentative processes using an Aspergillus niger
strain were developed, with different levels of yeast extract as organic nitrogen source,
and two pH levels. The production of KA can be obtained by modifying the culture
conditions, the carbon and nitrogen source, the incubation temperature, and the pH of the
medium [44]. When using 0.05 g/L of yeast extract the formation of biomass started at 72
h increasing gradually until 360 h, by the other hand, the reducing sugars followed an
inversetrend from biomass, they went decreasing during time. Some investigations report
the fungal growth of Aspergillus sojae started after 24h and a maximum at 96 h, witha dry
weight of 3.67 g/L, and the kojic acid production was achieved 24 h after the cell growth
reached the stationary phase [19].In another study, the production of KA and the fungal
biomass of Aspergillus oryzae increased as the fermentation progressed, reaching the
maximum biomass value at day 12t and reducing glucose up to 42% coinciding with the
production [41]. Saraphanchotiwitthaya and Sripalakit [45] mentioned that there is a
consumption of more than 90% glucose at 12 days by Aspergillus oryzae strain, and KA
production begins to increase from day 6.

Regarding our study, theuse of 0.10 g/L of YE follows thesame formation of biomass
and sugars consumption as mentioned by Saraphanchotiwitthaya and Sripalakit [45],
however, the KA productionshowed a peak on day 6 (144 h) and subsequently thereis a
decrease in the metabolite. It is mentioned that when there are high concentrations of YE,
more than 90% of the glucose is consumed for cell development during the growth phase,
leaving less than 10% for the conversion of KA during the production phase [17] being a
possible reason for a lower KA production. The decrease of KA after day 6 could be due
an accumulation of other organic acids or unknown substances that could inhibit the
production of KA [17]. According to other investigations, the decreasein the KA value can
be generated by different factors, ranging from concentrations in nitrogen sources, carbon,
temperature, pH, the incubation period, among others [43]. Each one of these factors will
be different for each producer microorganism, even with the A. oryzae producer strain
itself, where production times can be extended up to 20 days with temperatures of 40°C,
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generating amounts of KA of 0.2 g/L [22], when its production has been reported up to 42
g/L [46]. Other authors have reported favorable productions in ranges of 25°C-30°C [47].
For example, Rasmey and Abdel-Kareem [43] reports that with temperature peaks above
30°C, there is a decrease in KA from 68 g/L to 0.5 g/L of KA with A. oryzae, and above
temperatures of 45 °C production reached 0 g/L.

The fermentation process with 2.5 g/l of YE showed the best yields for biomass
production, and KA synthesis, being the 96 h the point for optimum values. The same
behavior of the KA values was showed in the 2.5 g/L. of YE+Zn fermentation, but in less
amounts compared with the 2.5 g/L. of YE. This effect could be because the ZnSOs-7HO
did not act as amodulator of cellular amino acid metabolism and redox balance, reducing
the antioxidant effect and promoting the presence of acetic acid [27]. Variation of the YE
and glucose levels can maximize the KA production, in addition, there is an interaction
between YE, glucose, and KH2POs in conjunction [11], that could represent a significant
effect in the KA production. It has been reported that the concentrations of phosphorus
(KH2POs4) in the culture medium for the production of KA could generate variability in
productivity. By increasing concentrations of phosphorus (KH2POs to 1.5 g/L) in a medium
with glucose, the production of KA was affected [43], while other authors mention that
10.3 mM of KHoPOs presents a considerable interaction between glucose and phosphate,
with its optimal level of yeast extract [11]. This comparison was made in order to
understand that with theaddition of ZnSOs there was productivity, butit waslower,and
that theuse of KH2POs did not interfere with only theuseof 2.5 g/L of YE. Thereareseveral
waystoadd zinc tothe culturemedium but adding Zn?* (10 pM) during fermentation did
not affect KA synthesis, however, when salts such as NaCl are added to the culture
medium, it does inhibit production. from KA [28]. It could give us an indication that the
salts provided by ZnSOs decreased productionbut did not inhibit it. In studies performed
by Ariff, et al. [48] with the Aspergillus flavus strain, the maximum concentration of KA
achieved was at the end of the fermentationin 564 h, with a yield of 0.325 g KA/g glucose,
and a total production of 0.0576 g KA/L-h. The production of KA is improved with theuse
of 2.5 g/LL of YE, in a smaller scale in the fermentative time. With other producing strains,
such as A. terrus, properly mentioned by Shakibaie, ef al. [11], the use of 1 g/L of yeast
extract produces a maximum of KA (2.21 g/L), and concentrations of 5 g/L also induce the
production of KA with the A. flavus strain, with a production of 25.8 g/L. [49], although it
is not comparable with the production by A. niger, the conditioning of the source of
nitrogen was appropriated to achieve production.

As the KA production times in the YE screening fermentation were below the 144 h,
the standardized conditions were implemented until 120 h with 2.5 g/L of YE as the best
result. In the first 24 h the biomass increased until 120 h, while the greatest sugars
consumption was between 72 h and 96 h, as the same for the KA production. With this
standardization, fermentation times are shortened optimizing production. El-Kady, ef al.
[50], optimized the nutritional conditions for the Aspergillus flavus strain, tomaximize the
production of KA using 100 g/L of glucose, 5 g/L of YE, 1.5 g/L of KH2POs, as sources of
carbon, nitrogen, and phosphorus, respectively. The production of KA varies from 7 to 10
days depending on the type of producing strain, such as A. fumigatus (0.37 g KA/L), A.
ustus (0.29 g KA/L), A. flavus (0.28 g/L), A. terreus (2.21 g/L) [11]. Also Aspergillus spp.,
metabolicsynthesis depends on the growth medium, and the incubation conditions, these
both having a strong influence on the production of KA [24]. Among above mentioned
compounds, the principal compound that affect the induction or repression of the KA
production is the YE. In fermentations with 5 g/L of YE, an increase in the concentration
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of KA can be obtained, however, at concentrations of 10 g/L of YE the KA production is
lower [17].

Respect with the equations mentioned above, all YE levels evaluated permitted to
obtain important kinetic parameters that facilitate to choose the best KA production
process. Both, 2.5 g/l YE and 2.5 YE+Zn treatments, were the best conditions to get a
maximum grow rate, provably due to the YE concentration (higher than other two
treatments), that permits the usage of nitrogen molecular forms to perform cell formation
during the fermentation process. The best product-biomass yield, also was achieved with
2.5 g/L YE and 2.5 YE+Zn treatments, showing that the biomass production and growth
rate is linked to the KA synthesis, and the concentration of YE induced the metabolite
production. The use of ZnClz does not affect micellar growth for the A. pamsiticus strain,
presentinga point of KA production at 72h (10.5 mmol KA/g dry weight), demonstrating
that there are no negative effects with the use of ZnClz, however, under the presence of
salts such as NaCl, thereis an inhibition in the production of KA [28].

The biomass did not present any variation with theaddition of zinc;however, the KA
production was lower when adding the zinc source. Probably the presence of this molecule
in its sulfated form could generate an inhibition, decreasing the synthesis yield.

The biomass-product yield was considered to determine if Aspergillus niger M4, is a
strain that can be used for the synthesis and production of KA. The medium used was
adjusted to pH 3.5 and pH 5.5 following the better conditions obtained in previous
experiments (120 h using 2.5 g/L of YE). To describe the fermentation behavior for KA
production by Aspergillus spp., at various pHlevels, the proposed models based on logistic
and Luedeking-Piret equations, were considered adequate [49].In this research work, the
biomass (fungal growth), substrate (reducing sugars), and product (kojic acid production)
parameters, were considered for the simulation of KA production during fermentation
process. Ariff, et al. [48], suggests that the proposed models based on logisticequations are
sufficient to describe fungal growth, glucose consumption and kojic acid production. With
respect the fermentation process with medium pH3.5 and pH 5.5, it was found that with
pH 3.5 the production had a negative impact, being at 72 h the optimal point of KA
production, subsequently affecting the concentration of KA. It should be emphasized that
A. niger is a producer of other organicacids, which could generate interference by having
a moderately acidic pH of the medium. In a study presented by Rosfarizan, et al. [12], they
mention that as the pHdecreases, in addition to glucose reduction KA canbeaccumulated,
but accompanied by other organic acids such as oxalic, succinic, lactic and citricacids.

When the culture medium is used at initial pH 5.5, there is an increase in KA
production after 72 h remaining constant until 120 h. Chib, efal. [19] mentioned that during
their fermentative process in the production of KA, the pH of the medium increased from
5 to 6.2 at 96 h, which did not interfere in the production of KA when using A. sojae,
resultingin the production 12.2 g KA/L at28°C in 120 h. While Badar, et al. [22], report that
the yield of KA by A. oryzae strain was affected when high agitation and pH conditions
were applied, obtainingat day 20 concentrations of 5.0, 3.0, 2.0, 1.6, 1.1 and 0.5 g KA/L at
pH3.5,4.5,5.5,6.5,7.5and 8.5. On the other hand, Bala, et al. [51] revealed that in 28 days
at 29°C under the culture medium optimized, a pH of 6.0 is required to produce a
maximum yield of 60 g KA/L with the A. flavus strain. Even A. niger requires aninitial pH
6.5 to produce other compounds such as citric acid, which is reduced to pH 1.5, forming
other compounds [52]. Therefore, it can be attributed to the fact that most fungi show
extensive growth and sporulationin a weakly acidic to neutral environment, giving them
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the opportunity to producea greater number of organic acids [24]. The KA production was
slightly affected by the pH 3.5 of the medium, producing half of the KA. According to the
reports, the pH in the fermentative media is essential and favors the production of KA. For
example, the production has an improvement with pH 5.0 [24, 53], while other authors
mention thata pH 6.0 was favorable for the production of KA [51].In other cases, the pH
5.0 which increases at pH 6.2 during fermentation, does not influence the production of
KA [19]. However, for A. niger it is essential to start a fermentative stage with a weakly
acidic to neutral pH, to achieve synthesis of KA. So itis required that theinitial pH of the
culture media must be optimized, so that it can be adapted to the microorganism,
substrate, and the production method [54]. Up to what is currently reported, there are
some species that produce KA, among which A. oryzae and A. flavus stand out, followed
by A. pamsiticus, A. sojae, A. terrus, and A. fumigatus. Some authors have chosen to use
different means to improve productivity, replacing some carbon sources with cheap
substrates, such as corn, straw, or grape waste, to make KA production efficient. In
addition, KA production has been studied by mutagenesis, and other technologies that
allow the detection of groups of genes that stimulate KA synthesis. On the other hand, A.
niger is a fungus, which is widely used in the food industry as a producer of organicacids,
commercially of citricacid, for which the approaches have been supported only with the
aforementioned producer strains. In this experiment, we decided to use a medium similar
to those reported, with a different concentration in the nitrogen source to induce the
synthesis of KA, however, the productivity was lower, compared to which is obtained with
other strains. Chang, ef al.[42],identified a grouped of genes of A. flavus that modulate the
synthesis of KA, within their research is A. niger, which contains a single group of KA
genes being a kojR homologue (AN09g05060), which encodes a protein with 63% amino
acid sequence identity tothe A. oryzae KojR proteins [55].It is also mentioned that the kojR
gene of A. flavus wasinvolved in the production of KA [42].So probably theinduction of
kojic acid by A. niger requires the interference of other physicals or chemical methods.
These variations could be: different temperatures, exposure to UV radiation, agitation, and
alsothe useof other sources of carbon and nitrogen, that allows to potentiating production
and reducing costs.

The use of a quantification method previously described by HPLC, helped to verify
that KA was produced using the A. niger M4 strain. With pH 3.5, were obtained 0.3963 g
KA/L at 72 h, while at pH 5.5, were produced 0.9310 g KA/L at 120 h. The variation in
terms of KA quantification between the spectrophotometric method and HPLC may lie in
interferences. When measuring coloration, only the KA thathas reacted with FeCls canbe
measured, while in HPLC the molecule is detected in the retention times of the standard,
giving greater certainty of the presence of KA in the samples, according to the area and
retention times. Nevertheless, the colorimetric method could be used as a quick and
reliable technique for KA measurement. The data presented by Promsang, et al. [23], using
HPLC achieved a KA production of 1.5 g KA/L in a retention time of 4.24 min, using A.
oryzae. The A. niger fungus has distinguish for being a good producer of organicacids,and
also, of different enzymes such as amylases, invertase, pectinases, phytases, and
proteinases [56]. Although, A. niger has not been reported as a strain that produces KA.
Recently, in a study conducted by Li, et al.[16], who constructed seven histone deacetylase-
deficient strains of A. niger, to investigate the metabolic profiles of secondary metabolic
pathways, according to metabolomic analysis, KA production increase in the HosA
mutant, suggesting that HosA histone deacetylases play an important role in the
biosynthesis of secondary metabolitesin A. niger FGSC A1279.
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Although the production of kojic acid in this investigation is quantitatively low, it
could be decided to carry out future investigations where the fungus can be subjected to
stress due to temperature, UV radiation, agitation, immobilization, in addition to using
other kinds of carbon sources, such as industrial waste or other sources of nitrogen, in
order to potentiate production and lowering costs.

5. Conclusions

The Aspergillus niger M4 strain was able to growth in liquid medium with different
yeast extract levels. The maximum growth rate in the fermentation conditions is related
to the yeast extract concentration, besides the kojic acid production. The addition of zinc
sulfate duringthe fermentation process did not increase the growth ratenor the product-
biomass yield.

The kojic acid synthesis can be induced into A. niger M4 strain varying the yeast
extract concentration up to 2.5 g/L. The pH in the culture medium affected slightly the
kojic acid production, but the pH values near the neutral could increase the metabolite
synthesis and fungal growth speed.

Further investigation could be made seeking for cheaper carbon sources, such as
agroindustrial or agricultural wastes, in form of vegetal biomass.
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RESUMEN

Las fresas son fruto accesorio (desarrollada a partir del receptaculo) que contienen
compuestos bioactivos como azlcares, acido ascorbico y compuestos fenolicos, sin
embargo, por sus caracteristicas fisicas, al ser frutos de piel delicada, su periodo de
almacenamiento se vuelve limitado. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de un extracto de fermentacion rico en acido kojico (EKA) sobre la calidad postcosecha
de frutos de fresa. Se aplicaron las diferentes concentraciones: TO: control con agua
destilada solamente, 2 mL/L, 4 mL/L, 8 mL/L (EAK) y &cido kojico 0,5% grado reactivo.
De acuerdo con los resultados obtenidos, la firmeza, la pérdida de peso (PP)y el indice de
color, solo los tratamientos 2 mL/L y 8 mL/L de eak y 0,5% de AK tuvieron resultados
menores en los dias de almacenamiento. Mientras que los solidos solubles totales (TSS),
% 4cido citrico, eliminacion de radicales libres DPPH, fenoles totales y vitamina C
aumentaron con la aplicacion de todos los tratamientos a partir del dia 4. Por lo tanto, la

aplicacién de los diferentes tratamientos antes del proceso de almacenamiento modifica
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las propiedades fisicas de los frutos en postcosecha, ayudandolos de manera eficiente,

postergando su deterioro y pérdida de compuestos bioactivos.

Palabras clave: fresa, calidad de fruto, propiedades fisico-quimicas, antioxidantes

1. INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa Duch) es una fruta pequefia importante que se cultiva a
nivel mundial (Bajpai et al., 2019). La fresa se encuentra entre una de las mejores fuentes
de compuestos bioldégicamente activos, con un sabor aceptable, altos niveles de fibra,
azlcares, vitaminas, minerales, carotenoides, asi como é&cido ascoOrbico, potasio,
compuestos fendlicos y otros antioxidantes (Galli et al., 2016: Tas et al., 2021), ademas
de propiedades anticancerigenas, los frutos tienen gran importancia en la nutricion
humana (Mozafari et al., 2018). Los frutos se destacan por su rapido deterioro con una
vida util de postcosecha muy corta, lo que hace que sean frutos susceptibles ante la
presencia de hongos, perdiendo la calidad de fruto (Shiow et al., 2013: Colussi et al.,
2021). Generalmente las fresas se pueden almacenar por periodos de 2 a 3 dias en
condiciones de temperatura ambiente, por lo que se deben considerar diferentes estrategias
para la proteccion de la calidad de los frutos durante su almacenamiento (Zheng et al.,
2022). Por ende, las practicas de postcosecha tienen como objetivo disminuir la tasa de
respiracion y la pérdida de agua, mantener la firmeza de la fruta y minimizar el
crecimiento de patdgenos (Azam et al., 2018). Los frutos de fresa al tener una textura
suave llegan a ser sensibles a las lesiones por el mal manejo y al deterioro (Tas et al.,
2021), ademés los frutos se ven afectados también por el pardeamiento reduciendo la vida
atil y el valor de mercado (Peng et al., 2023). Entre uno de los factores importantes que
ayudan a determinar la calidad y comercializacion de los cultivos horticolas es la pérdida
de peso, por lo que, aplicaciones previas o0 posteriores a la cosecha de diferentes productos
alimentarios disminuyen la pérdida de agua y conducen a una mejor calidad (El-beltagi et
al., 2023). Se ha optado por utilizar el acido kojico (5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona
AK) como un metabolito secundario con diferentes caracteristicas acido débiles que le
permiten tener diversas aplicaciones, una deellas en la industria alimentaria (Saeedi et al.,

2019), como un antioxidante natural y prolongador de la vida de anaquel de diferentes
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productos alimenticios (Wang et al., 2023). Algunos de los usos del &cido kdjico son como
antioxidante, conservante, aditivo alimentario para prevenir la decoloracion enzimatica de
vegetales, frutos, cangrejos y camarones, y como agente aclarante o blanqueador de la piel
en preparaciones cosméticas (Chen et al., 2013: Shah & Ali, 2017: Muhammad et al.,
2017), con efectos antifungicos (Kim & Chan, 2014: Zhu et al., 2022). El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto de un extracto de fermentacion rico en &cido kojico

(EKA) y é&cido kojico grado reactivo sobre la calidad postcosecha de frutos de fresa.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacién del extracto de acido kéjico

Se prepard un extracto a base de acido kojico el cual consistio en: 0.1% KH2PQO4; 0.05%
g/L de MgSOa4. 7 H20, y 0.25% de extracto de levadura, con una inoculacion de 1x10-6
UFC de A. niger, también se consideré el uso de &cido kéjico grado reactivo (Sigma
Aldrich), preparado al 0.5%. El &cido kojico se ha aplicado en diferentes alimentos en
porcentajes que van desde 0.05% hasta 1% generalmente es lo reportado en

alimentos/cosméticos (Sha H et al., 2017).

2.2 Desarrollo experimental

Se seleccionaron frutos de fresa de tamafio y coloracidn similar verificando que no
tuvieran dafio en la superficie. Posteriormente se seleccionaron 24 frutos por cada
tratamiento, los cuales fueron sumergidos por 5 minutos, bajo los siguientes tratamientos:
TO: agua destilada, 2 mL/L eak, 4 mL/L eak, 8 mL/L eak (extracto de &cido kojico), y AK:
acido kajico al 0.5% (Sigma Aldrich), posteriormente fueron colocados en charolas de
polietileno las cuales se le hicieron pequefias perforaciones en la superficie de la tapa,
después se colocaron en refrigeracion (Cuarto frio) por 10 dias a 4°C */- 0.5. Los dias de

evaluacion fueron: 0, 2, 4, 6, 8, 10 dias.

2.3 Evaluacion de la calidad de fruto
2.4 Pérdida de peso:
Para la determinacion de la pérdida de peso, se consideraron cuatro frutos por cada dia de

evaluacién. Comparandose la diferencia de peso del dia inicial con el dia de evaluacion



39

correspondiente. El peso fue expresado como pérdida de peso. Mediante la siguiente

formula:

) MO
Weight Loss (%)= *100

Mo es el peso fresco inicial, y M1 es el peso medido en cada dia de muestreo (Zhang et al.,
2018).

2.5 Firmeza

La firmeza de los frutos se midi6 con un penetrometro con un didmetro de punta de 6 mm
(Penetrometro Extech Instruments). Se usaron dos ubicaciones diferentes para medir la
firmeza a los costados de la regién ecuatorial de cada fruto. La maxima de la fuerza se

expresd en N-cn,

2.6 Coloracion

Se utilizd un colorimetro (Chroma Meter CR-400) para determinar la coloracion de la
superficie de los frutos, midiendo los valores: parametro L proporciona un valor de la
luminancia o brillo de la muestra., a* (rojo/verde) y b* (amarillo/azul) (Vignoni et al.,
2006). En cada uno de los frutos se midio tres puntos. Los resultados se expresaron como

indice de coloracién IC utilizando la siguiente formula:

2.7 °Brix
La medicion se realizd con un refractometro manual, se colocaron 3 gotas de jugo de fresa
sobre la superficie del prisma, se observd a través del lente, y el valor obtenido fue

reportado como °Brix.

2.8 Acidez titulable
Para la medicién de acidez titulable se hizo mediante el método descrito en AOAC 1990.

Se utilizd un fruto y se macero perfectamente, se tomaron 10 mL del macerado, y se le
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agregaron 2 gotas de fenoftaleina, y se tituld6 con NaOH (0.1N). Los datos se expresaron

como % &cido citrico.

2.9.1 Vitamina C

El contenido de vitamina C se determind por el método de titulacién con 2,6
diclorofenolindofenol (Padayatt et al., 2001). Para la muestra de fruto se pesaron 10
gramos de peso fresco, posteriormente se maceraron en un mortero de porcelana con 10
mL de HCI al 2%, se homogenizo perfectamente, posteriormente se filtrd a través de una
gasa absorbente estéril sobre un matraz aforacion, y después se aforo a 100 mL con agua
destilada. Se tomé una alicuota de 10 mL del fitrado y se tituld6 con 2-6
diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracion rosacea persistente. El contenido de

vitamina C se expresa en mgt 100 g de peso fresco.

2.9.2 Extraccion de moléculas

Para la extraccion de la muestra se utilizo el método descrito por Zhang etal., 2018, con
algunas modificaciones. Consistio en pesar 10 g de muestra, posteriormente se mezcl6
con metanol al 80%, las fresas se trituraron con un mortero de porcelana y se afiadieron
en volumen final 100 mL de metanol al 80%. Posteriormente se centrifugo a 12500 rpm
por 30 minutos a 4°C, después se tomd el sobrenadante y se filtrdé con una membrana
nylon de 0.45 mm, el extracto obtenido se utilizd para determinar fenoles totales, y la

actividad de eliminacion de radicales libres DPPH.

2.9.3 Fenoles totales

Los compuestos fendlicos totales se determinaron utilizando el método de Singleton et al.,
1999. En un tubo de ensaye se agregaron 50 pL de extracto, 200 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, 500 uL de Na2COsal 20%, y se afiadieron 5 mL de agua destilada, se agito en
vortex por 30 segundos. Las muestras se pasaron a bafio maria a 45°C durante 30 minutos.
Después se tomo la lectura a 750 nm utilizando lector de microplaca (BIOBASE, model
BK-EL10C, No, 51 South Gongye Road, Jinan, China). Los resultados se expresaron en

miligramos equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg gt PF).
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2.9.4 La actividad de eliminacion de radicales libres de DPPH

Para la actividad DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil) se realizO de acuerdo con Brand-
Williams et al., 1995. Se prepar6 una solucion DPPH a 0.1 mM en 100 mL de metanol al
80%. La absorbancia de la solucion se ajusté a 0.700 + 0.02 a 520 nm utilizando lector de
placas (BIOBASE, modelo BK-EL10C, No, 51 South Gongye Road, Jinan, China). Para
determmar la capacidad antioxidante en una placa se agregd 6 pL de extracto y se afadio
234 pL del radical DPPH. La disminucion de la absorbancia se midi6 después de 30
minutos de reposo en oscuridad. The results were expressed as DPPH scavenging activity

and were calculated according to the formula descrita por Zhang et al., 2018:

DPPH radical ] Livity (%) = 1 Absorbance sample 100%
radical scavenging activity (%) = Absorbance controlx 0

2.9.8 Andlisis estadistico

Para cada una de las variables de calidad evaluadas se utilizaron cuatro repeticiones por
tratamiento y por dia de evaluacion. Se realizd un andlisis de varianza y una prueba de
comparacion de medias de diferencia significativa (LSD) de Fisher (p < 0.05). Todos los

procedimientos estadisticos se realizaron utilizando el software Infostat (2020v).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los problemas en la industria alimentaria es la descomposicion de los frutos
durante su almacenamiento, dando como resultado pérdidas y frutos de baja calidad,
dificultando la comercializacion de la fruta (Wang et al., 2022). En el presente estudio se
muestran los resultados de firmeza, pérdida de peso, indice de color, acidez titulable (%
acido citrico), solidos solubles totales (°Brix), eliminacion de radicales libres por DPPH,
fenoles totales y vitamina c, presentandose diferencias significativas en al menos uno de
los tratamientos durante el proceso de almacenamiento. Una cualidad de los frutos es la
firmeza sobre todo en las bayas, ya que el ablandamiento es un factor importante que
indica el deterioro de la calidad del fruto (Yan etal., 2019). Los resultados de firmeza se
muestran en la Figura 1, conforme transcurria el tiempo de almacenamiento los frutos
tendian a ser mas blandos, sin embargo, en el dia 6 con la aplicacion de 0.5% de AK la

firmeza de los frutos fue més alta siendo de 7.94 N, mientras que el TO fueron frutos con
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firmeza de 4.38N, por otra parte, la aplicacion de 8 mL y 2 mL de eak tuvieron firmeza
de 6.54 N Y 6.26 N, pero no fueron diferentes del TO. Las fresas se ablandan durante el
almacenamiento, dando como resultado una vida de postcosecha corta y susceptible a la
contaminacién por microorganismos, ademas la degradacion de la lamina por medio de la

pared celular, el contacto entre células y la turgencia celular puede influir en la firmeza de
los frutos (Nazoori et al., 2020).
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10 ¢

Firmeza (N)

Periodo de almacenamiento
——T0 —e—2mL/L —e—4mL/L 8 mL/L ——0.5% AK

Figura 1. Efecto de las diferentes concentraciones de extracto de &cido kojico y AK
comercial en la firmeza de los frutos de fresa. Los intervalos de + barra representan la
desviacion estandar.

Para la variable pérdida de peso (Figura 2) en los frutos se presentd diferencia significativa
para los dias 2 y 8 de almacenamiento, como se puede observar en la Figura 2. A partir
del dia 2 los frutos disminuyeron su peso, pero el tratamiento 2 mL/L eak disminuyo un
36% menos que el TO. En los dias 4 y 6 no se presentaron diferencias significativas.
Mientras que para el dia 8 los tratamientos que tuvieron menor pérdida de peso fueron 8
mL/L y 2 mL/L de eak enun 46 y 28% menos que el TO. En el dia 10 mismos tratamientos

(8 mL/L y 2 mL/L de eak) tuvieron menor pérdida de peso de 7.55% y 7.62% pero no



43

fueron diferentes de TO que fue de 9.21%. Algunos autores como Sha H et al., 2017,
reportaron que frutos de litchi tratados con AK comercial en concentraciones de 4 mmol
L-! redujo la pérdida de peso de frutos en comparaciéon con frutos no tratados con AK
después de 20 dias de almacenamiento atribuyendo una posible reduccion en la perdida
de humedad debido a la integridad de la membrana. La pérdida de peso en los frutos a
través de los dias de almacenamiento podria ser por la degradacion de las paredes celulares
de la fresa, por consiguiente, existe una pérdida de agua por parte de las células (Colussi
etal., 2019: Zhang et al., 2022). Por lo tanto, el uso de 2mL/L y 8 mL/L de eak ayudaron
a tener menor pérdida de peso, incluso la aplicacion fue mejor ensu forma de extracto que

en forma AK comercial.
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Figura 2. Efecto de las diferentes concentraciones de extracto de &cido kojico y AK
comercial en la pérdida de peso de los frutos de fresa. Los intervalos de + barra representan
la desviacion estandar.

Es importante hacer la valoracion del color de la superficie de los frutos de fresa para
evaluar la calidad y el proceso de maduracién (Petriccione et al., 2015). Para la coloracién

superficial de los frutos se considerdé expresarse en indice de coloracién (IC), los
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resultados se muestran en la Figura 4, como se observa, para los frutos TO que es el control,
el IC inicial fue de 63.97, y para el dia 8,52.95 IC, con el uso de 2 mL/L de eak el inicial
fue de 83.28 IC y para el dia 10 la disminucion fue a 60.37 IC, para los 4 mL/L de eak
73.26 IC, para el dia 8 la disminucion fue a 58.29 IC, en los 8 mL/L de eak, valor inicial
78.24 IC valor final més bajo para el dia 8, a 59.69 IC, con 0.5% AK, valor inicial 88.91
IC, valor final 55.61 IC. En un estudio preliminar realizado por Peng et al., 2023, en
manzanas se midio la coloracion de frutos, con la aplicacion previa de 44.4 pyM de AK
comercial y un derivado de acido kojico 6J, la coloracion fue disminuyendo gradualmente
demostrando que conforme pasaban los dias de conservacion se producia un ligero
pardeamiento, sin embargo, el compuesto 6j tuvo mayor efecto inhibitorio del

pardeamiento en frutos en comparacion con AK comercial, y el control.

95 r

IC

0 2 4 6 8 10
Periodo de almacenamiento
——T0 —2 mL/L o—4 mL/L 8 mL/L —e—0.5% AK

Figura 3. Efecto de las diferentes concentraciones de extracto de acido kojico y AK
comercial en la coloracion de los frutos de fresa, IC: indice de color. Los intervalos de +
barra representan la desviacion estandar.

Cuando el metabolismo de los frutos de fresa aumenta regularmente el contenido de &cido
citrico disminuye estando relacionados con el sabor (Zhang et al., 2018). Para el

porcentaje de &cido citrico se presentaron diferencias significativas entre los dias de
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almacenamiento (Figura 4). El dia inicial los frutos tuvieron menor contenido de acidez,
por lo tanto, conforme al periodo de almacenamiento transcurrio el % de acido citrico fue
incrementando. A partir del dia 2, los frutos con menor acidez fueron los del tratamiento
8 mll eak y 0.5%AK en un 19% y 21% comparados con TO. Mientras que al dia 4 no se
presentaron diferencias. Para el dia 6, los tratamientos con mayor acidez fueron 0.5% AK,
8 mL/L, 4 mL/L de eak en un 13%, 11%, 6% comparados con TO. En el dia 8, el
tratamiento 2 mll de eak y 0.5%AK, tuvieron mayor acidez en un 12% y 7% comparados
con TO. Y finalmente a los 10 dias de almacenamiento el mayor incremento fue para el
tratamiento 4 mL/L de eak de un 11% mas que TO, mientras que con el uso de 0.5% AK
grado reactivo la acidez disminuyo enun 28% comparado con TO. En un estudio realizado
por Tas et al., 2021, refieren a que el &cido citrico aumentd 9 veces méas conforme
transcurria el tiempo, a partir del tercer y quinto dia de almacenamiento de los frutos de
fresa coincidiendo con lo reportado en este estudio. En contraste, Salem et al., 2021,
reportaron que la acidez titulable disminuyé significativamente, independientemente de
los tratamientos (&cido ascorbico mas quitosan) a lo largo de 15 dias de almacenamiento,
tal disminucion pudo deberse a los cambios metabolicos en los frutos o al consumo de

acidos organicos como fuente de sustrato durante el proceso de respiracion.

100 r
£T0 B2 mL/L
E4mL/L E8mL/L
085 - 00.5% AK
3
= a
2 be
g o7t .. a cd dé
T a a3 T
S

0.55

o
-d
E e
0.40 E :
0
Periodo de almacenamiento (Dias)

Figura 4. Diferentes concentraciones de extracto de acido kojico y AK comercial en el
porcentaje de &cido citrico de los frutos de fresa. Los intervalos de + barra representan la
desviacion estandar.
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Los sélidos solubles totales (SST) son parte de los atributos de calidad empleados para
evaluar la madurez de la fruta (Zhang et al., 2022), estos se expresan mediante °Brix. Para
esta variable en el dia 4 de almacenamiento los frutos del tratamiento 4 mL/L eak
incrementaron en un 17% mas que el TO (Figura 5). Mientras que para el dia 6, el
tratamiento con menos °Brix fue el de 0.5% AK disminuyendo en un 16% comparado con
TO. Y para los dias posteriores no se presentd diferencia significativa entre los
tratamientos, siendo asi la estabilidad de los °Brix. En un reciente estudio, se reporta que
la aplicacion de melatonina retrasa la maduracion de los frutos de fresa disminuyendo los
solidos solubles totales al dia 6 de almacenamiento (Promyuo etal., 2023). En otro trabajo
realizado por Liu et al., 2018, observaron que no tuvieron diferencias significativas en el
contenido de TSS entre frutas tratadas y no tratadas con melatonina durante los primeros
6 dias de almacenamiento, mientras que en los dias 9 y 12 solo el tratamiento con
concentracién mas abaja (0,1 mmol L1) disminuyé significativamente el contenido de
TSS. Se podria destacar que los frutos con la aplicacion de 0.5% AK tuvieron un retraso
en la maduracion de frutos, por lo tanto, disminuyo el contenido de °Brix y tuvo el valor

mas alto en la firmeza al dia seis de almacenamiento.
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Figura 5. Diferentes concentraciones de extracto de acido kéjico y AK comercial en los
solidos solubles totales (°Brix) de los frutos de fresa. Los intervalos de * barra representan
la desviacion estandar.
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Con respecto a la actividad de eliminacion de radicales libres de DPPH se presentaron
diferencias significativas en los diferentes dias de almacenamiento (Figura 6). En el dia 2
la actividad de eliminacion de radicales libres de los frutos con los tratamientos 0.5% AK,
2 mL/L, 4 mL/L de eak fue en aumento en un 19%, 16%, 15% mas que los frutos del TO.
Mientras que al dia 4, el tratamiento 4 mL/L de eak fue mayor enun 15% comparado con
TO. Para el dia 6, los frutos tratados con 2 mL/L, 8 mL/L y 4 mL/L de eak, fueron
aumentando en un 12%, 10%, 6% comparados con TO. En el dia 8 no se presentaron
diferencias significativas, por otra parte, al dia 10, solo el tratamiento 0.5% AK fue mayor
que TO en un 4%, y el tratamiento 4 mL/ L de eak, tuvo menor actividad en un 10%.
Algunos autores como Sha H et al., 2017, reportaron que con el uso de 6 mmoL! de AK
se mostro una mayor actividad de eliminacién de radicales libres en frutos de litchi de
2.01 veces mas después de 20 dias de almacenamiento. El uso de otros compuestos como
la aplicacion de melatonina exdgena aumento gradualmente y manteniendo valores altos
en la actividad de eliminacion de DPPH, y en el contenido de fenoles totales, optando por

tener propiedades antisenesecencia (Wang et al., 2022).
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Figura 6. Efecto de las diferentes concentraciones de extracto de acido kojico y AK
comercial DPPH de frutos de fresa. Los intervalos de + barra representan la desviacion
estandar.

El contenido de fenoles totales se muestra en la Figura 7, presentdndose diferencias

significativas entre los dias de almacenamiento. En la evaluacion inicial, el contenido de
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fenoles totales fue bajo, conforme avanzaron los dias estos incrementaron de acuerdo a lo
siguiente: en el dia 2, los tratamientos 4 mL/L y 8 mL/L de eak aumentaron en un 30% y
18% comparado con TO. En el dia 4, el incremento fue de 36%, 25%, 22% con los
tratamientos 4 mL/L, 2 mL/L y 8 mL/L de eak comparados con TO. Para el dia 6 solo fue
para los tratamientos 8 mL/L y 4 mL/ L aumentando en un 23% y 21% comparado con
TO. Mientras que para el dia 8, hubo una disminucién de 18% con el tratamiento 2 mL/L
comparado con TO. En el dia 10, el tratamiento AK 0.5% tuvo un porcentaje de 25%, sin
embargo, no fue diferente del TO. La aplicacién de acido kojico en concentracion de 0.05
g/L incremento el contenido de fenoles totales durante los primeros cuatro dias de
almacenamiento de coles tiernas en comparacion con el grupo control (Zeng et al., 2021).
Un aumento de fenoles totales en frutos podria ser un indicativo de que exista una mejoria
de las propiedades nutracéuticas, en la investigacion realizada por Petriccione et al., 2015,
mencionaron que al aplicar quitosano incremento el contenido de fenoles ademas de
retrasar la senescencia de los frutos de fresa ayudo a mejorar el contenido fitoquimico
durante el periodo de almacenamiento. En el presente estudio el incremento de fenoles
totales solo fue para los dias 2, 4 y 6 con la aplicacion de las diferentes concentraciones

de extracto de acido kojico.
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Figura 7. Efecto de las diferentes concentraciones de extracto de &cido kojico y AK
comercial en el contenido de fenoles totales de frutos de fresa. Los intervalos de + barra
representan la desviacion estandar.
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El &cido ascorbico como antioxidante ayuda a eliminar los radicales libres, previniendo el
deterioro de la fruta durante la maduracidn, debido a la oxidacion (Rehman et al., 2020).
Respecto al contenido de vitamina C, los resultados se muestran en la Figura 8. Como se
observa, en el dia 2 el TO control presento mayor contenido de vitamina c, mientras que
los tratamientos 2 mL/l, 4 mL/L, y 8 mL/L eak fue menor en un 9%, 11%, y 14%. En el
dia 4 hubo un aumento de 27%, 24%, 17%, y 12%, en los tratamientos, 4 mL/L, 8 mL/L
de eak, 0.5% AK, y 2 mL/Lde eak, comparados con TO. Los incrementos en el dia 6,
fueron para 4 mL/L de eak, 0.5% AK, y 8 mL/L de eak en un 20%, 14%, 7% comparados
con TO. En el dia 8, los tratamientos 2 mL/L, mL/L y 8 mL/L de eak incrementaron entre
un 20 y 8% comparados con TO. Finalmente, para frutos que fueron almacenados por 10
dias la vitamina C todos los tratamientos (0.50% AK, 4 mL/L, 2 mL/L y 8 mL/L de eak)
aumentaron entre un 20% y 9% mas que T0. En frutos de litchi la aplicacion de 6 mmol
L1 de AK incremento el contenido de acido ascorbico 1.24 veces mas que los frutos no
tratados en el dia 20 de almacenamiento (Sha H etal., 2017), mientras que concentraciones
mas bajas de AK (2 mmol L1y 4 mmol L1) los resultados no fueron significativos. La
vitamina C puede ser sensible a la degradacion cuando el producto se somete bajo
condiciones adversas de manipulacion y almacenamiento sobre todo con temperaturas
altas, humedad relativa baja, ademas dafios fisicos y dafios generados por frio (Lee y

Kader, 2000). Solo los frutos evaluados en el dia 2 el contenido de vitamina C fue menor.
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Figura 8. Efecto de las diferentes concentraciones de extracto de acido kojico y AK

comercial en el contenido de vitamina C en frutos de fresa. Los intervalos de + barra
representan la desviacion estandar.
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4. CONCLUSIONES

El uso de un extracto de &cido kdjico para ayudar a mejorar la calidad postcosecha en
frutos de fresa influyo de manera positiva en las caracteristicas fisicoquimicas de los
frutos, asi como en la capacidad antioxidante. Al igual que el extracto de acido kojico,
también el uso de AK comercial ayudo en la mejoria de algunos compuestos bioactivos.
Tanto el extracto de &cido kéjico como AK comercial, tuvieron efectos positivos en la
firmeza de los frutos, al igual que en la pérdida de peso, asi como en el indice de color,
sin embargo, se debe resaltar que para estas variables solo las concentraciones 2 mL/L y
8 mL/L de eak, y0.5% AK fueron superiores, mientras que el % de acido citrico, SST, la
capacidad de eliminacion de radicales libres DPPH, el contenido de fenoles totales y la
vitamina C, todos los tratamientos influyeron de manera positiva al verse en aumento, por
lo tanto, los frutos tuvieron una mayor capacidad antioxidante, y de manera positiva
retraso el envejecimiento de los frutos aportando una mejora de apariencia Yy calidad

nutracéutica.
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RESUMEN

La categorizacion de los diferentes bioestimulantes, limita solo al uso de unos cuantos
microorganismos benéficos como bacterias, micorrizas, y algunos hongos, ademas su
aplicacién se basa solamente en preparados que van directo al suelo o sustrato. El acido
kojico es un metabolito secundario cuyas caracteristicas le permiten ser reconocido como
agente quelante, antioxidante, antifingico, antibacteriano, entre otros, sin embargo, su
aplicacion hasta ahora dentro del area de alimentos es para prevenir el pardeamiento de
algunos frutos y verduras. Es por ello que se plante6 la obtencién de un extracto a base de
acido kojico, para lo cual se desarrollo el siguiente objetivo, que fue evaluar el efecto
bioestimulante de un extracto de &cido kojico en la tolerancia al estrés por salinidad en

plantas de fresa. Se evaluaron los cambios de la actividad enzimatica y no enzimatica, el
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contenido de prolina, y la expresion de genes de defensa en hojas de fresa. La aplicacion
foliar del extracto de &cido kdjico genero el aumento la actividad de las enzimas SOD,
APX, y GPX, ademas del aumento de PAL, tanto en condiciones sin estreés y con estrés
salino, mientras que los compuestos no enzimaticos el contenido de fenoles totales y
flavonoides totales, vitamina C, GSH, incrementaron en condiciones salinas, al igual que
el contenido de clorofilas a, b y totales. También con la aplicacion de eak el contenido de
prolina aumento con salinidad de 25 mM NaCl, y 40 mM NaCl. En la expresion de genes
SOD, CAT, APX y PAL en condiciones salinas y no salinas con los tratamientos eak, AK
(0.5%), el bioestimulante comercial aumentaron. La aplicacion foliar del eak generd un
efecto bioestimulante al aumentar los compuestos enzimaticos, no enzimaticos, ademas

de la expresion de los genes de respuesta al estreés.

Palabras clave: metabolito secundario, estrés abidtico, Fragaria x ananassa, expresion

de genes.

1. INTRODUCCION

La fresa pertenece al genero Fragaria de la familia Rosaceae, es un cultivo
econémicamente importante y ampliamente consumido en todo el mundo (Bian et al.,
2023). El estrés por salinidad puede tener un efecto negativo en el crecimiento, desarrollo,
y la supervivencia de la planta al imponer estrés osmético junto con desequilibrios idnicos
y nutricionales (Avestan et al., 2019). Algunos cultivos como el de fresa es considerado
como cultivo sensible al estrés por la salinidad (Ghaderi et al., 2018). Cuando existe un
umbral de estrés elevado, la planta se estresa, seguida de la activacion de mecanismos
fisiologicos, bioquimicos, morfoldégicos, y a nivel molecular (Saharan et al., 2022).
Debido a estos efectos generados por el estrés salino, se toman medidas que ayuden a la
tolerancia o mitigacion del estrés, por medio del uso de bioestimulantes de plantas. Los
bioestimulantes son productos que pueden actuar sobre procesos metabolicos vy
enzimaticos de las plantas mejorando la productividad y la calidad de los cultivos, asi
como también son implementados en cultivos que se encuentran bajo un estrés abidtico
(Xu y Geelen, 2018). Aunque actualmente, no hay una definicion legal o académica

acordada de bioestimulante, existen diferentes definiciones (Gonzalez-Morales et al.,
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2021). De acuerdo a la definicion publicada y méas citada es la de du Jardin, 2015, que
menciona que un bioestimulante vegetal, es cualquier sustancia 0 microorganismo
aplicado a las plantas con el objetivo de mejorar la eficiencia nutricional, la tolerancia al
estrés abiotico y/o las caracteristicas de la calidad del cultivo, independientemente de su
contenido de nutrientes. Entre otras definiciones expuestas, se encuentra la descrita por la
Union Europea (EU, 2019), que refiere a un bioestimulante vegetal, como un producto
fertilizante cuya funcion sea estimular los procesos de nutricion de las plantas
independientemente del contenido de nutrientes del producto con el Gnico objetico de
mejorar una o varias se las siguientes caracteristicas de la planta o del medio rizosfera
vegetal. El uso de la fermentacién para obtencion de productos de interés comercial, como
le describe Calvo et al., 2014, consiste en una pequefia cantidad de cepas microbianas
que se fermentan o cultivan por separado, y posteriormente se eliminan del medio de
fermentacion, se concentran y se formulan con algin vehiculo en la forma del producto
final, dicho autor lo menciona como bioestimulante basados en inoculantes denominados
microorganismos efectivos, entre los cuales destacan los hongos promotores de
crecimento vegetal (PGPF) (Babalola et al., 2023), y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB) (Bellotti et al., 2022). El extracto obtenido por fermentacion
contiene algunos metabolitos especificos, algunos de ellos con actividad promotora de
crecimiento (Vassileva et al., 2021). Es de resaltar el interés por el microorganismo
Aspergillus niger, que al igual que otros hongos, tiene gran importancia industrial, lo que
le permite utilizarse en la fermentacion industrial, por su capacidad metabdlica en
hidrolisis de carbohidratos y la produccion de acidos organicos como es el acido citrico
(Lu et al., 2022 :Xie et al., 2018). Por lo cual, A. niger, es un hongo filamentoso que al
estar presente en diferentes procesos industriales, diferentes compuestos obtenidos por la
cepa, lo hacen ser reconocido como seguro (GRAS), por la Administracién de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) ((Schuster et al., 2002: Putri et al., 2020),
involucrandose también su uso en el area agricola (Galeano et al., 2021). Por otra parte,
la producciéon de otro tipo de metabolito secundario, como es el acido kdjico, se obtiene
de diversas especies del genero Aspergillus, como A. oryzae como principal productor,
usualmente este metabolito se ha empleado mas como antioxidante, conservante de

alimentos, como aditivo alimentario, para la prevencién de la decoloracién enzimatica de
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vegetales, como agente aclarante de la piel en preparaciones cosméticas (Chen et al.,
2013: Shah etal., 2017). La aplicacion de acido kojico se ha implementado para evaluar
la calidad postcosecha de algunos productos de facil descomposcion, como un
antioxidante natural y prolongador de la vida de anaquel de diferentes productos
alimenticios (Wang et al., 2023), como por ejemplo, el brdcoli, los cuales fueron
sumergidos en combinacion de AK+CaCly, con resultados favorables al inhibir la
degradacion de clorofila, aumentando la actividad de enzimas (SOD, APX, CAT, POD),
y regulando la expresion de genes implicados en la degradacion de clorofilas (Yan et al.,
2020). Por las caracteristicas reportadas de este metabolito, se produjo un extracto de
acido kojico por medio de fermentacion liquida utilizando como inoculante una cepa de
Aspergillus niger M4. Por lo tanto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar
el efecto bioestimulante de un extracto de &cido kojico en la tolerancia al estrés por
salinidad, mediante las variables de respuesta, bioquimicas de compuestos antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos, y molecular en hojas de fresa.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Desarrollo del cultivo
Se trasplantaron plantulas de fresa con cepellon de la variedad frontera en bolsas de
polietileno de 10 L el cual contenia como sustrato fibra de coco + peat moss (1:1 Vi) el
desarrollo del cultivo fue bajo condiciones de invernadero en Saltillo, Coahuila México.
La nutricion de las plantas fue mediante una solucion Steiner, 1961 aplicada mediante un

sistema de riego dirigido.

2.2 Aplicacién de tratamientos y estrés por salinidad
Se aplicaron diferentes dosis de un extracto a base de acido kéjico obtenido por medio de
fermentacion de acuerdo a lo descrito por Quiterio-Gutiérrez et al., 2023, las
concentraciones fueron: 2 L/ha, 4 L/ha/ 8 L/ha (eak) via foliar, un bioestimulante
comercial (Phylgreen 250 mL por cada 100 L de agua), acido kojico grado reactivo (0.5%
Sigma Aldrich) y aplicacion de solo agua (Testigo), aplicados 1 mes DDT vy
posteriormente cada semana durante todo el ciclo del cultivo. El estrés salino se indujo 8

semanas DDT con la aplicacion de NaCl (Jalmek) a 10 mM, 25 mM, 40 mM vy bajo
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condiciones normales sin NaCl. Con una conductividad eléctrica de 2.5 dS m, 4.5 dS nr
1,56 dS mly 1.5 dS ml, para cada nivel de salinidad, aplicAndose un total de 24

tratamientos.

2.3 Muestreo para andlisis enzimético y antioxidantes
Se colectaron muestras de hojas completamente desarrolladas 14 semanas DDT, se
lavaron con agua destilada y posteriormente se almacenaron en un congelador a -20°C y
posteriormente se liofilizaron en un liofilizador (Labconco, FreeZone 2.5 modelo L, MO,
EE. UU.) por 72h.

2.4 Muestreo para extraccion de ARN
Se colectaron hojas de plantas de fresa en etapa de fructificacion (15 DDT). Se colocaron
en bolsas de aluminio y se sumergieron en N2 liquido en una hielera y posteriormente se

llevaron a un Ultracongelador a -80°C hasta su posterior anlisis.

2.5 Procesamiento de muestras
Se realizd la extraccion enzimatica del tejido vegetal con buffer fosfatos, para esto en un
tubo Eppendorf de 2 mL se colocaron 200 mg de tejido liofilizado mas 20 mg de
polivinilpirrolidona (Sigma Aldrich) y 1.5 mL de buffer fostato a pH 7.2, después se
sonicaron por 5 minutos, pasandose a centrifugar a 12500 rbm por 10 minutos a 4°C, se
recolecto el sobrenadante y se filtrd con una membrana nylon de 0.45 pm, finalmente se

realizd una dilucion en una proporcion 1:20 con buffer fosfato pH 7.2.

2.6 Determinacion de proteinas totales y de actividad enzimatica
Para la cuantificacion de proteinas totales se utilizo el método colorimétrico de Bradford,
1976, en un tubo de vidrio se colocaron 100 puL. de extracto enzimatico y 1000 pL de
reactivo Bradford, se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente
se leyeron a una longitud de onda de 630 nm en un espectrofotdmetro (Thermo Fisher
Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA). Las proteinas totales se expresaron en mg

g "1 de peso seco.
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SOD (QE 1.15.1.1)

La actividad de la enzima superdxido dismutasa se realizd mediante el kit comercial
Cayman® 706002 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EE. UU.). En una
microplaca se colocaron 20 uL de extracto enzimatico, 200 uL del detector radical mas
20 pL de soluciébn xantina oxidasa, se cubri6 la microplaca, y se incubd a 25°C por 30
minutos. Luego se midid la absorbancia a una longitud de 450 nm utilizando un lector de
placas (BIOBASE, modelo BK-EL10C, No, 51 South Gongye Road, Jinan, China). Una
unidad de SOD se define como la cantidad de enzima requerida para exhibir una
dismutacion del 50% del radical superoxido. Los resultados se expresan en U por mililitro
(UmL ).

Catalasa (QE 1.11.1.6)
La actividad enzimatica de catalasa se cuantifico por el método espectrofotométrico
(Dhindsa et al., 1981), midiendo dos tiempos de reaccion, Tiempo 0 (T0) y Tiempo 1(T1).
Consistid para el TO, en un tubo de ensaye se afiadio 100 pL de extracto enzimatico, 400
uL de H2SOsal 5% y 1 mL de H202a 100 mM, posteriormente se midid la absorbancia
en un espectrofotometro UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, modelo G10S, Waltham,
MA, EE. UU.) a 270 nm con celdilla de cuarzo. Parael T1 se afiadieron 100 uL de extracto
enzimatico, 1 mL de H202a 100 Mm, y se agito en vortex por 1 minuto, inmediatamente
para detener la reaccion se agregd 400 pL de H2SO4al 5% y se midié la absorbancia con
celda de cuarzo a 270 nm. Finalmente, los valores se expresan en U por proteinas totales,

donde U es igual a mM equivalente de H202 consumido por mililitro por minuto.

Ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11)
La actividad de ascorbato peroxidasa se cuantifico por el método espectrofotométrico de
acuerdo a lo establecido por Nakano y Asada, 1987, midiendo dos tiempos de reaccion,
Tiempo 0 (TO) y Tiempo 1 (T1). Consistié para el TO, en un tubo de ensaye se agregé 100
uL de extracto enzimatico, 500 pL de ascorbato (10 mg L), 400 uL de H2SOsal 5%y 1
mL de H202a 100 Mm, posteriormente la absorbancia se midid en un espectrofotometro
UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA) a 266 nm con una
celdilla de cuarzo. Para el TI, en un tubo de ensaye se agregd 100 puL de extracto
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enzimatico, 500 uL de ascorbato (10 mg Lt), 1 mL de H202a 100 Mm, se agito durante
1 minuto con un vortex, inmediatamente para detener la reaccion se agregd 400 uL de
H2SO4 al 5% y se midid la absorbancia a 266 nm con una celda de cuarzo. La actividad
enzimatica se expresd6 como U por proteinas totales, donde U es igual a umol QE de

ascorbato oxidado por mililitro por minuto.

Glutation peroxidasa (QE 1.11.1.9)
La enzima glutation peroxidasa se determiné con el método modificado por Flohé vy
Glnzler, 1984, y adaptado por (Xue et al., 2001), utilizando H202 como sustrato. En un
tubo de ensaye se agregaron y mezclaron 200 pL de extracto enzimatico, 400 pL de
glutation reducido (0.1 mM), 200 uL. de NazHPO4 (0.067M). Posteriormente se precalentd
a 25°C por 5 minutos, después se agregaron 200 pL de H202 (1.3 mM) para iniciar la
reaccion catalitica, dejandose reaccionar por 10 minutos a temperatura ambiente. Para
detener la reaccion se afiadio inmediatamente 1 mL de &cido tricloroacético al 1%. La
mezcla se colocd en bafio de hielo por 30 minutos, y enseguida se centrifugo a 3000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Para la cuantificacion de la enzima glutation peroxidasa, en un tubo
de ensaye se colocaron 480 uL del sobrenadante, 2.2 mL de Na2HPO4 (0.32M) mas 320
uL del colorante 5,5 ditio-bis-2 acido nitro benzoico (1 mM). Se ley6 en espectrofotometro
UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA) a 412 nm. Los
resultados se expresan en U por proteinas totales, donde U es igual al mM equivalente de

GSH por mililitro por minuto.

Fenilalanina amonio liasa (QE 4.3.1.5)
La actividad de fenilalanina amonio liasa se determind de acuerdo a lo descrito por
(Syklowska-Baranek et al., 2012). En un tubo de ensayo se agregaron 100 pL de extracto
enzimatico y 900 puL de L-Fenilalanina (6 mM). Posteriormente se incubo a 40°C por 30
minutos, transcurrido el tiempo se detuvo la reaccién con 250 Wl de acido clorhidrico
(HCI) 5 N. Las muestras se colocaron en un bafio de hielo y se agregaron 5 mL de agua
destilada. La absorbancia se determind a 290 nm en un espectrofotdbmetro UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA). Los resultados fueron
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expresados como U por proteinas totales, donde U es igual a umol equivalente de acido

transcinamico por mililitro por minuto.

2.7Actividad antioxidante

La actividad antioxidante por ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonic
acid)) se determind por el método espectrofotométrico de Re et al., 1999, basandose en la
decoloracion del radical ABTS. Para la reaccion del radical se preparé6 ABTS a7 mM con
persulfato de potasio a 2.45 mM (1:1), se dej0o en oscuridad a 25°C por 16h,
posteriormente se diluyé con etanol al 20% para obtener una absorbancia de 0.700 + 0,02
a 750 nm. Para determinar la capacidad antioxidante hidrofilica, se colocé en una
microplaca 5 pL de extracto enzimatico obtenido con buffer fostato pH 7.2 y 245 uL de
la dilucién de radicales ABTS (7 mM), se agitd durante 55,y luego se dej6 reposar durante
6 minutos en la oscuridad. La absorbancia se midi6 con un lector de placas (BIOBASE,
modelo BK-EL10C, No, 51 South Gongye Road, Jinan, China) a una longitud de onda de
750 nm. Los resultados se expresan como equivalentes de Trolox en pmol por gramo de
peso seco (umol g -1 DW).

Para la actividlad DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil) se realizd de acuerdo con (Brand-
Williams et al., 1995). Se prepard una solucion DPPH a 0.1 mM en 100 mL de metanol
al 80%. La absorbancia de la solucion se ajustd a 0.700 £ 0.02 a 520 nm utilizando lector
de placas (BIOBASE, modelo BK-EL10C, No, 51 South Gongye Road, Jinan, China).
Para determinar la capacidad antioxidante hidrofilica en una placa se agregd 6 pL de
extracto enzimatico y se afadid 234 uL del radical DPPH. La disminuciéon de la
absorbancia se midio después de 30 minutos de reposo en oscuridad. Los resultados se

expresan como equivalentes de Trolox en pmol por gramo de peso seco (umol g X DW).

2.8 Compuestos antioxidantes no enzimaticos
Fenoles totales
Los compuestos fendlicos totales se determinaron utilizando el método de Singleton et al.,
1999. El procedimiento consistid en realizar una extraccion, en un tubo eppendorf de 2
mL se pesaron 200 mg de tejido liofilizado y se agregd 1 mL de solucion agua: acetona

(1:1), posteriormente se agito en vortex por 30 segundos, para después colocarse en el
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sonicador por 5 minutos. Los tubos se centrifugaron 12500 rpm por 10 min a4°C. En un
tubo de ensaye se agregaron 50 pL del sobrenadante, 200 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, 500 de Na2COs al 20%, y se afiadieron 5 mL de agua destilada, se agito en
vortex por 30 segundos. Las muestras se pasaron a bafio maria a 45°C durante 30 minutos.
Después se tomd la lectura a 750 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Thermo
Fisher Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA). Los resultados se expresaron en

miligramos equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg gt PS).

Flavonoides totales

Para la determinacion de flavonoides totales se realizd mediante el método de (Arvouet-
Grand et al., 1994). En un tubo de ensaye se colocaron 100 mg de tejido liofilizado, y se
agregaron 10 mL metanol grado reactivo (Jalmek), se homogenizo agitindose por 30
segundos en vortex. La mezcla se filtrd con un filtro pirinola de 22 pm (Membrana Nylon
22 um). Para la medicion se agregaron 2 mL de extracto mas 2 mL de solucién metanolica
de tricloruro de aluminio (AICI3) al 2% en un tubo de ensayo, y se dejo reposar por 20
minutos en oscuridad. Posteriormente setomd la lectura en un espectrofotometro (Thermo
Fisher Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA) a 415 nm. El contenido de

flavonoides se expresd en miligramos equivalentes de quercentina por gramo de peso seco
(mg g* PS).

Glutation reducido

Para la medicion de glutation se realiz6 mediante la técnica espectrofotométrica de (Xue
et al., 2001), por medio de la reaccion del &cido 5,5-ditio-bis-2 nitrobenzoico (DTNB-
Sigma Aldrich). Se agregaron 480 ul de extracto, 2.2 ml de NazHPO4a 0.32 M, 320 uL
del colorante DTNB (1mM) en un tubo de ensayo, posteriormente se agito por 10
segundos en vortex, y se leyo a 412 nm en un espectrofotdémetro UV-Vis (Thermo Fisher
Scientific, model G10S, Waltham, MA, USA). Los resultados se expresaron en mmol

equivalentes de GSH mL* min! proteina totat! (mmol mL-t min't TP).
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Vitamina C

El contenido de vitamina C se determind por el método de titulacion con 2,6
diclorofenolindofenol (Packer, 2001). Se pesé 1 gramo de hoja, posteriormente se
maceraron en un mortero de porcelana con 10 mL de HCI al 2%, se homogenizo
perfectamente, posteriormente se filtrd a través de una gasa absorbente estéril sobre un
matraz aforacion, y después se aforo a 100 mL con agua destilada. Se tom6 una alicuota
de 10 mL del fitrado y se tituld con 2-6 diclorofenolindofenol hasta obtener una
coloracién rosacea persistente. El contenido de vitamina C se expresa en mgt 100 g de

peso fresco.

2.9 Aminoacidos

Prolina

El contenido de prolina se determind por el método descrito por Bates et al., 1973 En un
tubo de ensaye se colocaron 200 mg de tejido liofilizado y 2 mL de solucién extractora de
acido sulfosalicilico 3% (p/v), se centrifugaron a 4000 rbm por 30 minutos a 25°C. En un
tubo de vidrio envuelto en aluminio se agregaron 1 mL de sobrenadante, 1 mL de
ninhidrina (0.1 M), y 1 mL de &acido acético glacial tibio. Se agitaron en vortex por 20
segundos y se calentaron a ebullicion por 1h. Se enfriaron las muestras en bafio de hielo,
y se dejaron reposar por 15 minutos. Posteriormente se agregaron 3 mL de tolueno y se
agitaron en vortex por 1 minuto. Se colecto la fase superior y se ley6 una longitud de onda
de 520 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, model G10S,

Waltham, MA, USA). Los resultados se expresaron en pmol g peso seco.

2.9.1 Clorofilas
El contenido de clorofilas se midié por el método modificado por (Munira et al., 2015).
En un mortero de porcelana se molieron 1 gramo de hoja fresca, se adicionaron 5 mL de
acetona (90%), y 10 mg de carbonato de magnesio se re-homogenizo la mezcla, después
se tomaron 2 mL del homogen y se colocé en un tubo eppendorf de 2 mL, y se centrifugo
por 5 minutos a 10 000 rpm a 4°C. Se extrajo el sobrenadante y se leyo las absorbancias

ayba663nmy 645 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific,
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modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU). El contenido de clorofila total se expresé como
g g1,y se determind mediante las siguientes formulas:

Clorofila a (ug-g!) =25.38*A663 + 3.64*A645
Clorofila b (ug-g!) =30.38*A645 — 6.58*A663
Clorofila total (ug-g!) = 18.8%*A663 + 34.02*A645

2.9.2 Contenido de minerales
La digestion &cida consistié en colocar 1 gramo de material seco en un vaso de precipitado
de 100 mL, posteriormente se agregaron 30 mL de &cido nitrico, se colocé un vidrio de
reloj y los vasos se llevaron auna parrilla de calentamiento por 3 h hasta la clarificacion
de la muestra. Se dejo enfriar la muestra y se filtr6 en papel fitro Whatman No. 42,
después se aforo en un matraz volumétrico de 50 mL con agua desionizada (AOAC, 1990).
Se determinG con un espectro de emision por plasma (PERKIN ELMER Modelo OPTIMA
8300). Los resultados de los macroelementos se informaron en % (g elemento/100 g de

tejido vegetal) y los microelementos en ppm (mg elemento/kg de tejido vegetal).

2.9.3 PCR de transcripcion inversa en tiempo real

Procesamiento de muestra
Se implement6 el método descrito por Pillet et al., 2017, al cual se le realizaron algunas
modificaciones en periodos de agitacion y precipitacion, mismo que resulto efectivo para
la extraccion de ARN de hojas de plantas de fresa sometidas a estrés salino. Se maceraron
las hojas de fresa en un mortero frio y se le afiadi6 N2 liquido, se macero hasta que quedo
un polvo fino. Se pesaron 250 mg de tejido macerado en tubos de 2 mL y se coloc6 sobre
una gradilla criogénica y se le afiadieron 650 pL de tampdn de extraccion (CTAB al 2%,
PVP al 2%, Tris 100 mM, EDTA 25 Mm, NaCl a 2M, 3-Mercaptoetanol al 2%), después
con un micromortero estéril se homogenizo bien la muestra por 20 segundos, para después
agitarse en vortex por 20 segundos. La muestra se incubo a 65°C por 10 minutos, para
después afadirse cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agitdé en vortex por 1 minuto
hasta tener un aspecto lechoso, se centrifugaron las muestras a 13500 rpm a 4°C por 15
minutos para la separacion de las fases. Después se colecto 400 pL de la fase acuosa y se
coloca en un tubo nuevo de 2 mL previamente enfriado y se agrega 625 pL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1), se agita por 10 segundos en vortex, y después se centrifugo a

13500 rpm a 4°C por 15 minutos para una segunda separacion de fases. Se tomaron 400
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puL de sobrenadante y se afiadid en un tubo de 2 mL y se afadieron 400 mL de LiCl
volumen (1:1), y se dejo reposar toda la noche a 4°C. Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 13500 rpm a 4°C por 30 minutos para precipitar el ARN, y el sobre nadante
se desechd. Con una puntilla con filtro agregar 500 puL de tampon SSTE (NaCla 1M, SDS
al 0.5%, Tris 10 mM, y ETDA 1 mM), se agitd en vortex por 5 segundos, y después se
centrifugo a 13500 rpm a 4°C por 30 minutos. Se removié el sobrenadante con cuidado
de no desechar el pellet formado, y se agregd 1000 uL de etanol al 75%, se agito en vortex
por 10 segundos, y se volvid a centrifugar con las especificaciones descritas
anteriormente. Finalmente se elimind el sobrenadante con cuidado y se dej6 secar por 15
minutos, paradespués agregar 15 pL de agua inyectable y después de 5 minutos almacenar
a -80°C en un ultracongelador. El ARN extraido fue tratado con DNase | (Sigma Aldrich,
Burlington, MA, USA) de acuerdo a las especificaciones del proveedor, y la
cuantificacion usando un espectrofotémetro UV-Vis A2eo/A2g0 nm, y la calidad fue
determinada por desnaturalizacion de electroforesis. Para la sintesis de cDNA se realiz6
utilizando un kit comercial Bioline (BIO-65053, SensiFAST cDNA Synthesis Kit), de
acuerdo a las especificaciones. Los cebadores actuaban como un gen endogeno (ACT), y
cuatro genes de estudio: Superdxido dismutasa (SOD), Ascorbato peroxidasa (APX),
Catalasa (CAT), Fenilalanina amonio liasa (PAL). El gen enddgeno ACT, y gen de estudio
PAL se obtuvo de Xu et al., 2019, las demas secuencias de los cebadores SOD, APX 'y
CAT fueron obtenidas de Zhang et al., 2020, y se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuenciacién de cebadores de los genes analizados

Gen Forward (5'-3") Reverse (5'-3")

ACT GGGATGACATGGAGAAGATTTGGC TCTCACGATTAGCCTTGGGATTCAG
SOD CGTGGACTGCAGACGTTCTC CTGCTCGAGAGCCTTGT

APX TCCTCACCACCACCGGTATT GCCTTGGTCCACTTGCTGTA
CAT TGGAGTGCAGACACCTGTCAT GGACCATGTCGGGAATTTCA
PAL

GAAGGACTTGCTTTGGTGAATG GATCTCGGAAAGAACAGCTAGAG

Las PCR en tiempo real se realizaron en Applied Biosystems StepOne™ Equipment
version 2.3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) usando el método AACt,
midiendo la intensidad de fluorescencia de SYBR™ Select Master Mix (Applied



67

Biosystems, Foster City, CA, EE. UU). La PCR se realizd en un volumen de 20 pL para
todos los genes (10 yL Master Mix, 1 L de cDNA, la concentracion de cebadores y agua
libre de nucleasas). Para el gen actina, la concentracion del cebador directo fue de 100
nM. Para los genes APX, CAT, PAL, la concentracion de los cebadores fue de 100 nM.
Para SOD fue de 200 nM. La PCR entiempo real se ejecut6 en las siguientes condiciones:
10 min a 95 °C y PCR (40 ciclos): 15sa95°Cy 1 min a60 °C.

2.9.2. Anélisis Estadistico

El experimento se establecio en un disefio completamente al azar con arreglo factorial
(4x6), totalizando 24 tratamientos. Se realizd un andlisis de varianza y una prueba de
comparacion de medias de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (p < 0.05).
Todos los procedimientos estadisticos se realizaron utilizando el software Infostat (2020).
Los mapas de calor para la expresion génica se generaron en el software estadistico
GraphPad Prism 8.

3. RESULTADOS
Actividad enzimatica en hojas de fresa

Con respecto a la actividad enzimatica de hojas de fresa cultivadas en condiciones
normales y con los distintos niveles de salinidad aplicada con los diferentes tratamientos
se presentaron diferencias significativas en las enzimas, SOD, CAT, APX, GPX y PAL
(Tabla 1). En condiciones normales la actividad de SOD incrementd en el tratamiento 8
L/ha eak en un 98% comparado con el testigo (T0). Y en condiciones de estrés salino, a
concentracion de 10 mM NaCl el tratamiento 2 L/ha eak aumento en un 132% comparado
con plantas control. Con 25 mM NaCl el aumento fue de 250% y 211% para los
tratamientos 2 L/ha eak y Phylgreen respectivamente, comparados con su control.
Mientras que con 40 mM NaCl los aumentos fueron solamente para el tratamiento 2 L/ha
y 4 L/ha eak con un 65% y 67% respectivamente, comparado las plantas control. Referente
a la actividad enzimdtica de catalasa, en condiciones no salinas solamente con el
tratamiento AK (0.5%) incrementd en un 84% comparado plantas control TO. Con 10 mM
NaCl no se presentaron diferencias entre tratamientos, y con 25 mM NaCl todos los

tratamientos disminuyeron la actividad de catalasa en un 175%, 76%, 165%, y 63%
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comparados con plantas control (2 L/ha, 4 L/ha, y 8 L/ha de eak, AK (0.5%), siendo la
aplicacién del bioestimulante comercial Phylgreen el que disminuyé méas en un 365%
comparado con el control. Con 40 mM NaCl solo el tratamiento AK (0.5%) aumentd en
un 215% mas que el control. Para la enzima APX sin estrés salino la actividad incremento
en un 146% y 203% con los tratamientos 8 L/ha eak y AK (0.5%) comparados TO.
Mientras que con 10 mM NaCl la mayor actividad enzimatica fue para el tratamiento 2
L/ha eak aumentando con un 530% comparado con plantas control. Con 25 mM NaCl el
aumento fue para 4 L/ha eak en un 202% comparado con plantas control. Con 40 mM
NaCl el aumento fue de 120% y 85% comparado con plantas control en los tratamientos
4 L/ha eak y Phylgreen. En condiciones sin salinidad las aplicaciones de los tratamientos
no tuvieron efecto sobre la actividad de GPX. Mientras que con 10 mM NaCl la actividad
de GPX, con la aplicacién del tratamiento 2 L/ha eak aumentd en un 49% comparado con
plantas control. Con 25 mM NaCl el aumento fue en los tratamientos 2 L/ha y 8 L/ha eak,
en un 129% y 50% més que las plantas control. Con 40 mM NaCl solamente en el
tratamiento 8 L/ha disminuyd la actividad de GPX con un 98% comparado con plantas
control. En la actividad de PAL en condiciones sin estrés por salinidad, solo el tratamiento
de AK (0.5%) incrementé en un 68% comparado con el testigo (TO). Mientras que con 10
Mm NaCl no se presentaron diferencias entre los tratamientos, sin embargo, hay un
aumento de la actividad de PAL con el tratamiento 2 L/ha eak con un 52% comparado con
el testigop (TO). Con 25 mM NacCl la aplicacion del extracto de acido kojico en las
diferentes concentraciones (2 L/ha, 4 L/ha y 8 L/ha) aumentd en un 107%, 57% y 53%
comparados con plantas control. En 40 mM NaCl solo la aplicacion de 8 L/ha eak
disminuyd en un 122% comparado con las plantas control. Respecto al contenido de
proteinas totales, en condiciones sin salinidad los tratamientos no tuvieron efecto en las
proteinas totales, y en condiciones de salinidad con 10 mM NaCl las proteinas
disminuyeron con un 62% en el tratamiento 2 L/ha eak comparados con plantas control.
Con 25 mM NacCl, el tratamiento 2 L/ha eak disminuyd con un 78% comparado con
plantas control, mientras que el tratamiento AK (0.5%) aument6 con un 28% comparado
con plantas control. Con 40 mM NaCl solamente en el tratamiento 8 L/ha eak aumento

con un 110% comparado con las plantas control.
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Tabla 1. Actividad enzimética y contenido de proteinas totales en hojas de fresa bajo estrés salino.

Tratamientos SOD CAT APX GPX PAL Proteinas
UmL -1 Ug!'PT Ug'PT Ug!PT Ug!pPT mg g !

T0 5.52+0.52e-h  10.03+4.35 c-f 3.03+1.13e-h  13.43+2.17fi 1.00+0.13 e-h 9.97+1.22c-g
2L/ha 6.36+3.15e-h  8.67+6.07 c-f 6.23+2.63c-g 15.61+6.25d-h 1.20+0.56 b-h  8.78+1.67d-i
4L/ha 5.84+3.19e-h 6.66+3.17 d-f 2.67+1.10fgh 14.33x2.65e-i 1.23+0.19 b-h 9.15+1.48 d-h
8L/ha 10.97+4.34a-d 9.71+2.56 c-f 7.48+2.14cd 18.14+3.66 b-f 1.30+0.31 b-g 8.24+2.54 d-i
Phylgreen 3.7£191h  7.63£5.99cf 4.43+x1.05d-h 13.72+1.42fi 1.12+0.25c-h 10.49+3.20 b-f
AK (0.5%) 7.9241.99d-g 18.45+3.00ab 9.21+3.67 bc 16.49+5.97c-g 1.68+0.88ab 7.72+4.11 d-i
10 mM NacCl 5.29+253e-h  6.9+6.55d-f 2.36+0.35gh 14.15+3.29f) 1.04+0.13d-h 8.89+1.51d-i
10NaCH2L/ha 12.31+6.07 abc  5.09+3.88f 14.99+7.04a 21.11+1.48bc 1.52+0.17 bcd 5.47+1.53i
10 NaCH4l/na  9.08+2.39cf 452+ 251f 252+1.29fgh 18.95+1.27 b-f 1.46+0.30 b-e 6.83£1.27 ghi
10NaCH8L/ha  4.25+x1.36gh 7.14+4.75d-f 1.77+0.35h 15.95+10.58 c-h 0.92+0.40 fgh 11.14+4.32 bed
Phylgreen 5.51+1.88e-h 6.02+3.60ef 1.63+0.61h 14.33+3.96e-i 1.1+0.45c-h 10.91+3.51 bcd
AK (0.5%) 57£1.02e-h  9.84+2.47 c-f 1.94+057h 1558+1.22d-h 1.16+0.16 c-h 10.06x1.09 c-g
25 mM NaCl 3.83x0.80g-h 23.62+7.43a 2.43+1.47fgh 12.64+1.59 ghi 1.04+0.13d-h 10.63+1.35c-e
25NaCH2L/ha 13.43+2.94ab 8.57+3.38 c-f 2.93+0.72e-h  28.99+0.64a  2.16+0.48a  5.94+1.19hi
25NaCH4l/ha  6.63+3.47 e-h 13.41+5.30bcd 7.35+10.43cde 14.09+1.99 f-i 1.63+1.01bc 9.22+2.98 d-h
25NaCH8L/ha  9.31+3.41b-e 8.89+4.82c-f 1.73+1.17h 18.98+4.60 b-f 1.60+0.60 bc 6.71£2.46 ghi
Phylgreen 11.92+4.76 a-d  5.07x2f 1.25+0.29h  11.97+2.89 ghi 1.02+0.25d-h 12.76+3.79 abc
AK (0.5%) 53+£142e-h 14.49+9.10bc 3.17+3.00e-h 10.93+1.64hi 0.88+0.20gh 13.65+3.07 ab
40 mM NaCl 8.89+3.05c-f 5.89+1.91ef 6.88+1.01c-f 18.79+4.21b-f 1.56+0.34bc  7.04+2.23 f-i
40NaCH2l/ha  14.7#3.40a 11.7£2.05b-f 10.2+2.73bc 19.75+1.21 bcd 1.5+0.26 b-e  6.65+1.36 ghi
40NaCH4L/na  14.93+3.61a 12.57+2.22b-e 15.14+2.16a 19.53+4.07 b-e 1.34+0.23b-g 6.06%1.24 hi
40NaCH8L/ha  4.92+2.08 fgh 6.18+4.40ef 6.21+1.91c-g  9.48+2.25i 0.70£0.10h  14.8£3.19a
Phylgreen 10.92+1.75a-d 5.66x 2.76 ef 12.73+1.67ab 14.7+1.42d-i 1.16+0.12c-h 7.37£0.25e-i
AK (0.5%) 12.62+3.75 abc 18.56+12.52ab 8.91+4.65bc  22.89+4.04b 1.42+0.39 b-f 6.97+2.88 ghi

SOD: superoxido dismutasa, CAT: catalasa, APX: ascorbato peroxidasa, GPX: glutatién peroxidasa, PAL: Fenilalanina amonio liasa, TO: control, NaCl: cloruro de sodio. Letras

diferentes dentro de cada columnaindican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p<0.05). Los intervalos de + barra representan la desviacion estandar.
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Compuestos antioxidantes en hojas de fresa
Los compuestos antioxidantes no enzimaticos evaluados en hojas de plantas de fresa bajo
condiciones de estrés salino presentaron diferencias significativas entre tratamientos
(Tabla 2). El contenido de fenoles totales en ausencia de estrés salino no se vio afectado.
Con 10 mM NaCl los fenoles incrementaron en un 16% con el tratamiento 4 L/ha eak
comparado con plantas control. Mientras que con 25 mM NaCl los tratamientos 4 L/ha
eak, Phylgreen y AK (0.5%) aumentaron con un 20%, 17% y 16% respectivamente
comparado con plantas control. Con 40 mM NacCl con la aplicacion de 4 L/ha eak, y AK
(0.5%) hubo un incrementé de 17% comparado con plantas control. En el contenido de
flavonoides hubo una disminucion del 19% y 21% en los tratamientos 8 L/ha y AK (0.5%)
comparados con el testigop (TO), en condiciones sin estrées. Con 10 mM NaCl hubo
aumentos del 28%, 29% y 27% en los tratamientos 2L/ha, 4 L/ha y 8 L/ha eak comparados
con plantas control. Por otra parte, con 25 mM NaCl solo el tratamiento AK (0.5%)
aumentd el contenido de flavonoides en un 14% comparado con plantas control. A 40 mMV
NaCl el incremento fue de 19% y 17% mas que las plantas control con la aplicacion de
los tratamientos 4 L/ha y 8 L/ha eak. En el contenido de vitamina C en hojas sin estrés
salino se presentd una disminucion del 24%, 21%, y 23% con los tratamientos 4 L/ha, 8
L/ha, y Phylgreen comparados con el testigo (T0). Con 10 mM NaCl el tratamiento 2 L/ha
eak disminuyd en un 59% comparado con plantas control, mientras que en los tratamiento s
4 Uha, 8 L/na y AK (0.5%) incrementaron con un 37%, 25%, y 21% respectivamente
comparados con plantas control. Con 25 mM NaCl el tratamiento Phylgreen aumentd en
un 29% comparado con plantas control, y a 40 mM NacCl el aumento solo fue con el
tratamiento  AK (0.5%) en un 26% comparado con plantas control. Para GSH en
condiciones no salinas solo con la aplicacion de 4 L/ha eak aumentd en un 18% comparado
con el testigo (T0). Con 10 mM NaCl el aumento fue con la aplicacion de AK (0.5%) con
un 15% comparado con plantas control. Por otra parte, con 25 mM NaCl no hubo
diferencia entre los tratamientos, y con 40 mM NaCl en el tratamiento 4 L/ha eak
disminuye GSH en un 24% comparado con plantas control. En la capacidad antioxidante
ABTS, la aplicacion de los tratamientos en condiciones no salinas, solamente se presentd
efecto con el tratamiento 2 L/ha eak disminuyendo en un 39% comparado con el testigo

(T0). De igual manera a 10 mM NacCl la capacidad antioxidante disminuyd enun 37% y
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28% comparado con plantas control, en los tratamientos 2 L/ha eak y Phylgreen. Para 25
mM NaCl solamente la aplicacion de Phylgreen incrementd con un 19% comparado con
plantas control. Mientras que con 40 mM NaCl los tratamientos 2 L/ha, 4 L/ha, Phylgreen
y AK (0.5%) disminuyeron entre 27% y 30% comparados con plantas control. En la
capacidad antioxidante DPPH, en ausencia de estrés salino los tratamientos 4 L/ha y
Phylgreen incrementaron con un 19% y 20% comparado con el testigo (T0). Mientras que
con 10 mM NaCl no se presentaron diferencias entre sus tratamientos, ni con el testigo
(TO). Por otra parte, con 25 mM NaCl se observaron incrementos de entre 23% y 26% con
los tratamientos 2 L/ha, 4 L/ha eak, Phygreen y AK (0.5%), comparados con plantas
control. Con 40 mM NaCl, los tratamientos 2 L/ha, 4 L/ha, Phylgreen y AK (0.5%)
disminuyeron. Por lo que, conforme habia mas salinidad la capacidad antioxidante se veia
mas afectada en conjunto con la aplicacion de los tratamientos, misma tendencia se mostro
en ABTS bajo condiciones salinas altas.



Tabla 2. Compuestos antioxidantes en hojas de fresa de plantas con estrés salino
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Tratamiento Fenoles Flavonoides GSH VC ABTS DPPH
mg g! PS mg g'PS  mmol 100g! mg 100g!PF) pmol TE /-g? umol TE /-g?t

TO 54.84+1.91d-i 31.34+3.82ab 1.34+0.17 c-i 44.44+0.88a 156.68+14.49di 156.65+11.95 e-h
2L/ha 52.14+7.86 ghi 30.92+3.33 abc 1.43+0.20 b-g 44+2.64a 112.32+37.04] 157.24+41.03 e-h
41 /ha 58.69+3.19b-g 31.3+1.40abc 1.58+0.23ab 35.64+3.01 de 160.41+13.84 c-h 187.1+24.61 a-d
8L/ha 60.31+6.40 a-d 26.17+2.0lei  1.29+0.10fj 36.52+0.88 cd 144.09+18.03 ghi 161.77+27.39 c-h
Phylgreen 58.44+4.89 b-g 31.6+2.05a 1.44+0.26 b-f 36.08+8.44d 168.06+26.81 b-g 188.6+37.55 a-d
AK (0.5%) 53.51+ 2.57 e-i 25.944+3.33fj 1.5+0.03abc 43.56+1.69ab 156.06+18.93d-i 179.82+18.49 a-f
10 mM NaCl  54.39+4.48d-i 22.32+1.59 kl 1.43+0.21 b-g 29.48+2.21fy 183.75+30.16 a-d 161.44+15.77 c-h
10 NaCH2L/ha 50.26£1.94i1  28.71+2.79b-f 1.48+0.15a-e 18.48+1.761 133.29+28.44 hij 164.69+15.31 b-h
10 NaCH4L/ha 62.99+2.87 abc 28.84+2.39 a-e 1.23+0.09 hij 40.48+5.1abc 156.18+36.28 d-i 153.72+19.82 e-i
10 NaCH8L/ha 60.09+5.89 a-e 28.5+2.09c-f  1.51+0.12 abc 36.9+4.19 bcd 180.65+26.46 a-e 160.13+29.71 d-h
Phylgreen 57.14+9.70 c-h 24.61+2.58 g-k 1.34+0.11c-i 29.92+2.4fy  143.01+£16.68 ghi 149.76%10.26 f-i
AK (0.5%) 59.14+9.50 a-f 22.63+0.85 kl 1.65+0.07a 35.86+3.89d 168.31+11.90 b-g 180.2+15.71 a-f
25 mM NaCl 54.71+420d-i 25.9+1.80fj 1.31+0.07d-j 24.2+0.88h  173.79+27.04 b-f 154.03+£12.32 e-i
25 NaCH2L/ha 51.09+0.85hi  28.03+1.95 def 1.49+0.04 a-d 29.48+4.63fy 189.77+24.31ab 193.09+29.86 ab
25 NaCH4L/ha 65.54+4.61a  27.02+2.17 d-h 1.47+0.10 a-f 26.4+1.44 gh 180.37+26.93 a-e 189.99+22.12 abc
25 NaCH8L/ha 57.74+2.63 b-h 27.38+0.45d-g 1.17+0.09ij 26.4+1.44¢gh 147.32+14.60 f-i 148.37+27.98 ghi
Phylgreen 64.04+4.94 ab 27.25+0.87 d-h 1.43+0.08 b-g 31.24+0.88f 206.38+3.67 a 194.8+21.61a
AK (0.5%) 63.29+2.79 abc 29.61+1.53 a-d 1.41+0.08 b-h 26.84+2.64gh 184.75+17.31 abc 189.6+£23.79 a-d
40 MM NaCl 53.41+3.85ei 20.5+0.981 1.440.02 b-h  25.08+0.88 h 169.54+13.70 b-g 181.64+17.98 a-e
40 NaCH2L/ha 58.31+0.76 b-g 23.25+2.48 jklI 1.25+0.11g-j 25.08+0.88 h 133.29+11.47 hij 126.83+15.07 i
40 NaCH4L/ha 62.36+3.28 abc 24.48+1.81 h-k 1.13+0.07j  25.96+0.88 gh 136.81+9.56 hij = 145.63+6.08 ghi
40 NaCH8L/ha 54.9145.73d-i 24.09+2.16 ijjk 1.4+0.20 b-h  16.28+0.88i1 153.61+36.88e-i 171.51+41.93 a-g
Phylgreen 53.21+4.47 f-i 20.5+1.17 | 1.3+0.11e-j 23.32+2.21h 129.75+7.93jj 150.87+10.73 f-i
AK (0.5%) 62.69+0.85 abc 23.25+0.51 jkI 1.33+0.07 c-i 31.68+2.89 ef 129.04+10.561i] 140.75+16.03 hi

GSH: glutation reducido, VVC: vitaminac, ABT S: &cido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin-6-sulfonico), DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, PS) peso seco, PF: peso fresco, T 0: control,
NaCl: cloruro de sodio. Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p <0.05). Los intervalos de + barra representan la desviacion

estandar.
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Pigmentos fotosintéticos
Los contenidos de clorofila a, b y totales en hojas de plantas sometidas a diferentes niveles
de estrés por salinidad presentaron diferencias significativas en algunos tratamientos
(Tabla 3). En ausencia de salinidad el contenido de clorofila a disminuyé con la aplicacion
de AK (0.5%) en un 25% comparado con el testigo (TO). Con 10 mM NaCl los
tratamientos 2 L/ha, 4 L/ha, y 8 L/ha eak aumentaron con un 130 %, 43 %, y 25 %
comparado con plantas control, y con 25 mM NaCl no se presentaron diferencias entre los
tratamientos, pero si hubo una disminucion de clorofila a comparada con el testigo (TO0).
Mientras que con 40 mM NacCl, el incremento fue para la aplicacion del tratamiento 4
L/ha eak en un 37% comparado con plantas control. En clorofila b, la aplicacion de los
tratamientos en condiciones sin estrés no modificaron este pigmento, mientras que con 10
mM NaCl con la aplicacion de los tratamientos 2 L/ha y 4 L/ha eak, aumentaron con un
162% y 36% comparado con plantas control. Con 25 mM NaCl no se tuvieron efectos en
la clorofila b entre los tratamientos, sin embargo, hay una disminucién de todos los
tratamientos comprando con el testigo (T0). Con 40 mM NaCl el aumento fue de 43%
comparado con plantas control con el tratamiento 4 L/ha eak. Las clorofilas totales
disminuyeron en condiciones normales solamente con la aplicacion de AK (0.5%) con un
25% comparado con el testigo (TO). En 10 mM NaCl el aumento fue de 131%, 43%, y
25% mas que las plantas control con los tratamientos 2 L/ha, 4 L/ha eak y 8 L/eak. En 25
mM NaCl todos los tratamientos disminuyeron en comparacion con el testigo (TO0),
mientras que con 40 MM NaCl el aumentd solo es para 4 L/ha eak con un 37% comparado
con las plantas control, sin embargo, comparando todos los tratamientos con el testigo

(TO) las clorofilas totales van disminuyendo.
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Tabla 3. Pigmentos fotosintéticos en plantas de fresa cultivadas bajo estrés salino.

T . Clorofila a Clorofila b Clorofila totales
ratamiento 1 1 -1
(Hg-g+) (Ho-g™) (H-g+)
TO 106.51+18.58bc 39.96+7.06 bcd 104.15+18.17 bc
2L/ha 110.85+9.53 b 42.28+4.42 bc 108.43+9.34 b
4L/ha 96.34+13.68 b-e 35.64+4.72 c-g 94.19+13.36 b-e
8L/ha 94.94+12.54 b-f 39.15+10.32 b-e 92.99+12.69 b-f
Phylgreen 103.09+24.95 bcd 45.26+24.15b 101.1+24.99 bcd
AK (0.5%) 85.14+8.89 e-h 31.66+3.25 d-i 83.24+8.69 e-h
10 mM NaCl 72.37+24.37 h-k 27.54+10.21 g-1 70.79+23.88 h-k

10 NaCH2L/ha

167.09+23.39 a

72.38+14.28 a

163.82+23.11a

10 NaCH4L/ha 103.95+8.50bcd 37.52+2.53 b-f 101.59+8.28 bcd
10 NaCH8L/ha 90.56+8.49 c-g 32.52+3.36 d-i 88.49+8.31 c-g
Phylgreen 75.61+8.87 g-j 29.8+3.66 e-k 74.00£8.58 g-j
AK (0.5%) 80.21+26.43 e-i 30.75+10.43 d-j 78.47+25.86 e-i
25 mM NaCl 63.62+3.45 i-| 23.26%0.60 i-1 62.19+3.34 i-l
25 NaCH2L/ha 66.65+8.15 i-| 24.96+2.77 h-1 68.18+7.95 i-|
25 NaCH4L/ha 60.63+5.15 jkI 21.46+1.87 kI 59.23+5.04 jkI
25 NaCH8L/ha 61.46+2.23 jkI 22.1+1.11 jkl 60.06+2.19 jkI
Phylgreen 56.00£4.91 kI 20.62+1.74 kI 54.75+4.80 kI
AK (0.5%) 53.56+5.62 | 20.06£2.59 | 52.37+£5.51 |
40 mM NaCl 64.03+£5.49 i 23.64+1.93 il 62.61+5.35 il
40 NaCH2L/ha 74.33+16.88 g-j 28.14+6.41 f- 72.7£16.519-j
40 NaClH4L/ha 87.74+6.17 d-h 33.88+5.66 c-h 85.84+6.15 d-h
40 NaCH-8L/ha 59.76+9.68 jki 21.64+3.23 jkI 58.44+9.45 jkI
Phylgreen 52.22+4.18 | 19.58+1.78 | 51.06+4.10 |
AK (0.5%) 77.31+11.92 f-j 29.2+4.26 e-| 75.61+11.65 f-j

TO: control, NaCl: cloruro de sodio. Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos
(LSD, p<0.05). Losintervalos de + barra representan la desviacion estandar.
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Aminoacidos
Para el contenido de prolina en hojas de fresa, bajo condiciones no salinas y con 10 mM
NaCl no se presentaron diferencias significativas, mientras que con 25 mM NaCl la
prolina incrementd en el tratamiento 2 L/ha eak con un 321% comparado con plantas
control. Con 40 mM NacCl el aumento de prolina fue con los tratamientos 2 L/ha, 8 L/ha
eak, Phylgreen, AK 0.5%, con un 390%, 79%, 63%, y 58% comparado con las plantas
control (Figura 1).
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Figura 1. Contenido de prolina en hojas de fresa con estrés salino. PS) peso seco, TO:
control, NaCl: cloruro de sodio. Letras diferentes dentro de cada columna indican
diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p <0.05). Los intervalos de * barra
representan la desviacion estandar.

Expresion de genes
En el andlisis de expresion de genes (Figura 2) bajo los diferentes niveles de salinidad (0
mM NaCl, 10 mM NaCl, 25 mM NaCl, y 40 mM NaCl) presentaron diferencia
significativa. En condiciones no salinas el tratamiento 2 L/ha eak aumentd la expresion
del gen SOD en 1.27 veces respecto al control. Mientras que la aplicacion de Phylgreen
aumentd la expresion del gen APX en 1.70 veces en comparacion con el control. Para el
gen CAT el aumento de expresion fue de 1 veces en comparacion con el control con el

tratamiento 2 L/ha eak. En el gen PAL, los tratamientos Phylgreen, y 4 L/ha eak aumentd
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la expresion en 2.91 veces, y 1.97 veces comprados con el control, también el tratamiento
2L/ha eak se expreso 1.15 veces, pero no fue diferente del control.

En 10 mM NacCl, la expresion del gen SOD fue baja para todos los tratamientos y no se
presentaron diferencias significativas. Para el gen APX, el tratamiento AK 0.5%
incrementd su expresion 42.85 veces, en comparacion con su control, tambien el
tratamiento Phylgreen aumentd en un 4.23 veces, pero no fue diferente del control.
Mientras que para el gen CAT, los tratamientos, Phylgreen, 4 L/ha, 8 L/ha, y 2 L/ha eak,
se reprimieron entre 0.418 veces a 0.807 veces en comparacion con su control. Parael gen
PAL, los tratamientos 0.5%AK, y 8 L/ha eak. se reprimieron 0.459 veces, y 0.594 veces
respecto a su control.

En 25 mM NacCl, el gen SOD se reprimié 0.439 veces respecto a su control con el
tratamiento 8 L/ha eak. Con el gen APX, los tratamientos 4 L/ha eak, 0.5% AK,
incrementd la expresion 2 veces, y 1.90 veces comparado con su control. Parael gen CAT,
el tratamiento 4 L/ha eak reprimid la expresion 1.57 veces respecto al control. En el gen
PAL, solo el tratamiento 0.5% AK aumentd 0.610 veces respecto a su control.

En el nivel mas alto de salinidad de 40 mM NacCl, el gen SOD, con los tratamientos
Phylgreen, y 4 L/ha eak, aumentd su expresion 0.844 veces, y 0.442 veces respecto a su
control. Para el gen APX, nuevamente los tratamientos 4 L/ha eak, y Phylgreen aument6
su expresion 6.41 veces y 2.42 veces respecto al control, también el tratamiento 2 L/ha
eak aumentd 1.92 veces, pero no fue diferente del control. Mientras que para el gen CAT
no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos. Por otra parte, el gen PAL,
solo en los tratamientos Phylgreen, y 4 L/ha eak aumentd su expresion 2.08 veces y 1.41

veces en comparacion con su control.
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Niveles de salinidad

Control

2 L/ha

4 L/ha

Sin estrés salino 8 L/ha
Phylgreen

AK

Control

2 L/ha

10 mM NacCl 4 L/ha
8 L/ha

Phylgreen

AK

Control

2L/ha

25 mM NacCl 4 L/ha
8 L/ha

Phylgreen

AK

Control

40 mM NacCl 2L/ha
4 L/ha

8 L/ha

Phylgreen

AK

SOD APX CAT PAL

Figura 2. Mapa de calor de la expresion relativa de genes de defensa en plantas de fresa
con diferentes niveles de salinidad: SOD: superdxido dismutasa, CAT: catalasa, APX:
ascorbato peroxidasa, PAL: Fenilalanina amonio liasa, NaCl: cloruro de sodio. La escala
de color representa, color rojo intenso valores altos de expresion génica, colores rojo claro,

representa el nivel bajo de expresion génica.

Contenido de minerales en hoja

En la tabla 4 se muestran los resultados de la concentracion en porcentaje de
macroelementos en peso seco de hojas de fresa. La acumulacion de sodio se fue
incrementando conforme a cada nivel de salinidad, siendo 25 mM NaCl, y 40 mM NacCl
las concentraciones con el mayor contenido de sodio foliar con la aplicacion de 8 L/ha eak
el aumento fue de 336% méas que su control, con la aplicacion de 2 L/ha, y 4 L/ha eak el

aumento fue de 260%, y 119% mas que las plantas control. Respecto al contenido de K,
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Mg, y Ca, hubo acumulacion en todos los tratamientos, con 10 mM NaCl la aplicacion

foliar de AK (0.5%) incremento 31%, 41%, y 67%, comparado con su respectivo control,

asi mismo la aplicacién de 4 L/ha eak aumentd el contenido de K en un 44% mas que su

control. Con 25 mM NaCl, y 40 mM NaCl con la aplicacion de 2 L/ha eak aumentd el

contenido de Caen un 60%, y 51% comparado con TO. El contenido de P disminuyé con

25 mM NaCl con la aplicacion de los tratamientos 2 L/ha, y 8 L/ha eak en un 42%, y 35%

comparado con su control.

Tabla 4. Contenido de minerales (macroelementos) en hoja de fresa con estrés salino

expresados en g elemento/100 g de tejido seco.

Tratamientos Na K Mg Ca P
T0 0.04+0.04e 2.50+0.26bc 0.34d+0.02d 0.93+0.21d  0.49+0.0la-e
2L/ha 0.02+0.00e 2.79+0.28abc 0.35+0.029cd 1.15+0.12bcd 0.52+0.03abc
4L/ha 0.02+0.00e 2.79+0.13ac 0.37+0.02ad 1.28+0.20bcd 0.50+0.06a-e
8L/ha 0.03+x0.01e 2.76+0.06bc 0.38+0.01ad 1.25+0.05bcd 0.51+0.01a-d
Phylgreen 0.02+0.02e 2.60+0.33bc 0.36+0.03d  1.10+0.13cd 0.50+0.05a-d
AK (0.5%) 0.06+£0.05e 2.65+0.32bc 0.38+0.03bcd 1.21+0.16bcd 0.49+0.05a-e
10 mM NacCl 0.04+0.00e 2.70+0.36bc 0.34+0.05d 1.09+0.15cd 0.50+0.06a-e
10NaCH2L/ha  0.07+£0.01de 2.96+0.142b 0.41+0.0l1ad 1.48+0.21abc 0.52+0.02abc
10 NaCH4L/na  0.04+0.00e 2.71+0.14bc 0.41+0.00ad 1.57+0.08ab  0.57+0.02a
10 NaCH8L/na  0.04+0.012e 2.76+0.23bc 0.39+0.03ad 1.46+0.317bc 0.48+0.05a-e
Phylgreen 0.04+0.019e 2.42+1.16bc 0.35+0.17d 1.43+0.77abc 0.41+0.18c-g
AK (0.5%) 0.05+0.02e  3.54+0.25a 0.48+0.05a 1.83+0.03a  0.55+0.02ab
25 mM NaCl 0.11+0.00de 2.66+0.10bc 0.43+0.011lad 1.44+015abc  0.54+0.0lab
25 NaChH2L/ha  0.27+0.01ce 2.96+0.11ab 0.47+0.00ab 1.49+0.07abc 0.38+0.02efy
25 NaCH4L/ha  0.13+0.03de 2.54+0.17bc 0.37+£0.03ad 1.05+0.10cd 0.44+0.02b-g
25 NaCH8L/na  0.48+0.40bc 2.64+0.63bc 0.38+0.09ad 1.08+0.31cd 0.40+0.07d-g
Phylgreen 0.25+0.017ce 2.69+0.12bc 0.40+0.0lad 1.08+0.02cd  0.44+0.01bg
AK (0.5%) 0.27+c0.05de 2.81+0.30abc 0.40+0.05ad 1.20+0.11bcd 0.47+0.04a-e
40 mM NaCl  0.41+0.020cd 2.84+0.14abc 0.44+0.01ad 1.34+0.03bcd 0.44+0.01b-g
40 NaCH2L/ha  1.48+0.008a 2.82+0.02abc 0.46+0.00ac 1.41+0.07abc  0.45+0.0la-f
40 NaCH4L/ha  0.90+0.88b 2.27+1.15bc 0.36+0.17bd 1.11+0.54cd  0.35+0.17fg
40 NaCH8L/ha  0.48+0.12c 2.66+0.20bc 0.43+0.0lad 1.36+0.12bd  0.46+0.03af
Phylgreen 0.58+0.28bc 2.10+1.11c 0.34+0.17d 1.08+0.53cd  0.33+0.169
AK (0.5%) 0.52+0.06c 2.77+0.09bc 0.44+0.00ad 1.37+0.06bcd 0.46+0.05a-f

TO: control, NaCl: cloruro de sodio. Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p 20.05). Los
intervalos de + barra representan la desviacion estandar.
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En la tabla 5 se muestra los resultados de la concentracion en partes por millon de
microlementos en peso seco de hojas de fresa. En condiciones sin estrés salino hubo mayor
acumulacién de Fe, Cu, y Mn, con la aplicacién de los tratamientos 2 L/ha, y 4 L/ha eak
el aumento de Fe fue con un 108%, y 74% comparado con el testigo (TO), mientras que
con el tratamiento 8 L/ha eak el aumento de Cu, y Mn fue de 128%, y 63% comparados
con el testigo (TO).
tratamientos Phylgreen, 4 L/ha, y 8 L/ha eak disminuyo el Fe en un 66%, 107%, 156%

Con 25 mM NaCl hubo una disminucion de Fe, Zn, y Mn, los

comparados con su control. Con 40 mM NaCl aument6 el contenido de Fe con los
tratamientos 2 L/ha, 8 L/ha, y 4 L/ha eak con un 372%, 308%, 234% comparados con su
control. En la acumulacion de Cu, con 40 mM NaCl hubo un aumentd con 2 L/ha eak con
un 166% comparado con el testigo (TO), mientras que para Zn y Mn la acumulacion fue

con la aplicacion de 8 L/ha eak con un 57%, y 51% comparados con su control.

Tabla 5. Contenido de minerales (microelementos) en hoja de fresa con estrés salino

expresados en mg kgt

Tratamientos Fe Cu Zn Mn

TO 27.33+£11.12e-i 6.63+1.98cd  21.13+3.20a-e  14.83+1.55e-j
2L/ha 56.90£10.77a  11.4046.73bcd 22.70+0.44a-d  19.23+4.84a-i
4L/ha 47.70+8.55abc 6.10+2.21d 18.57+0.85a-f  18.60+4.78a-i
8L/ha 22.87+£15.78f-i  15.13£10.94ab 16.27+1.42d-g 24.27+2.41a
Phylgreen 16.70+£2.23ghi  10.00+0.56bcd 16.93+1.62b-g 17.67+3.93b-j
AK (0.5%) 29.43+£15.05d-h  9.43+1.30bcd  17.731£0.23a-f  19.80+2.08a-i
10 mM NaCl 45.33+18.66a-d  7.27£2.18cd  18.27+1.67a-f  18.53%4.06a-i
10 NaCH2L/ha 4453+13.67a-e  6.70£2.29cd  20.67+3.94a-f  21.57+2.45abc
10 NaCH4L/ha 49.10+0.36abc 8.60+2.52cd  23.87+3.35a 23.57+4.40abc
10 NaCH8L/ha 56.77+7.15a 7.57+2.84cd  23.23+0.80abc  23.80+4.85ab
Phylgreen 52.97+16.09ab 8.20£1.77cd  21.53+6.29a-e  20.30+8.77a-g
AK (0.5%) 40.00+7.20a-f 7.10£0.62cd  18.80+2.09a-f  20.83+1.56a-f
25 mM NacCl 47.33+8.75abc 7.50+£0.20cd  22.43+0.32a-d  21.37+0.12a-e
25 NaChH2L/ha 33.40+9.68c-g  10.07£2.08bcd  14.20+1.85fgy 14.43+0.40f-]
25 NaCH4L/ha 22.87+3.20f-i 8.07+1.59cd  17.80+2.67a-f 21.57+3.2l1a-d
25 NaCH-8L/ha 18.43+7.31ghi 8.73+2.15cd  17.73+5.23a-f  13.27+4.11jj
Phylgreen 28.43£4.92d-h  9.23+0.40bcd  19.37£1.19a-f  23.90+0.89ab
AK (0.5%) 51.87+18.31ab  10.37+£3.71bcd 21.30+6.84a-e  16.17+1.50d-j
40 mM NaCl 10.77£7.51 i 11.70+£3.16a-d  15.07+0.90efy  14.07£0.59g-j
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40 NaCH2L/ha 50.90+4.05ab 17.67+0.50a  20.07+2.50a-f  19.93+1.10a-h
40 NaCH4L/ha 36.00+6.76b-f  12.43+7.91abc  16.60+12.04c-g 13.53+7.83hij
40 NaCH8L/ha 44.13+11.79a-e  12.63+3.32abc  23.77+2.94ab  21.33+1.88a-e
Phylgreen 13.90+9.77hi 9.10+5.28bcd  10.50+8.92g 11.33+6.70j
AK (0.5%) 26.73+6.90f-i 8.77+1.16cd  15.23+0.25efy  17.03+5.09c-]

TO: control, NaCl: cloruro de sodio. Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos
(LSD, p<0.05). Losintervalos de + barra representan la desviacién estandar.

4. DISCUSION

La presente investigacion, se evalud el efecto bioestimulante de un extracto que contiene
acido kojico obtenido por fermentacion liquida, y ademas del uso de ak grado reactivo,
aplicado via foliar en plantas de fresa sometidas a diferentes niveles de estrés salino. Se
consider6 como referencia la aplicacion de un bioestimulante comercial llamado
Phylgreen que es un extracto puro de algas Ascophyllum nodosum y que es utilizado como
antiestresante acelerando la recuperacion y reduciendo los efectos generados por factores
abioticos, como: salinidad, sequia y heladas. Sin embargo, uno de los inconvenientes en
esta investigacion, es la falta de estudios de referencia fisiologicos, bioquimicos, y nivel
molecular en cultivos horticolas cuya aplicacion foliar implique la participacion del
metabolito secundario acido kojico. ElI AK en grado reactivo, solo se ha considerado en
aplicacion postcosecha de diferentes vegetales y frutos susceptibles al pardeamiento (Yan
et al., 2020: Wang et al., 2023), como regenerador de hongos fructiferos (Zhang et al.,
2017), y también como compuesto bioactivo natural con actividad antifingica al inhibir
la sintesis de quitina y melanina contra el patdgeno S. sclerotiorumal en cultivo de soya
(Zhu etal., 2022). Ante esta situacion es un poco complicado discutir los datos obtenidos,
por lo tanto, de acuerdo otras investigaciones presentadas por diferentes autores en la
aplicacion de bioestimulantes de plantas, se espera que los resultados del presente trabajo
sean de alguna manera los esperados. Aunado a esto, los posibles productos generados,
como extractos de origen microbioldgico, deberian de incrementar la biomasa y el
rendimiento de los cultivos agricolas o bien disminuir el efecto negativo de diferentes
estreses (Bulgari et al., 2017), en este caso el estrés originado por la sal.

Actividad enzimatica en hojas de fresa
El estrés salino genera cambios en el ambiente interno de las plantas, ocasionando un

desequilibrio metabdlico, por lo tanto, hay una acumulacién de ROS, que afectan la
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estructura de la membrana celular, por lo que, para mantener un equilibro las plantas
inician sus propios mecanismos de defensa para hacer frente al estrés salino (Wang et al.,
2023). Las plantas poseen un sistema de defensa antioxidante, como defensores de primera
linea como es en la enzima SOD, que actia catalizando, O2~en Oz y H202 (Ighodaro y
Akinloye, 2018). Posteriormente, CAT elimina H202a H20 (Hussain et al., 2019). La
aplicacién de las diferentes concentraciones de extracto de acido kojico, incremento
algunas actividades enzimaticas, como SOD, APX, y GPX, tanto en condiciones
normales, yen los diferentes niveles de salinidad, mientras que la actividad de CAT, solo
aumento con la aplicacién del tratamiento AK 0.5 (%), en condiciones normales, y con 40
mM NacCl, y con 25 mM Na Cl todos los tratamientos tuvieron menor actividad, al igual
que en la enzima GPX solo hubo una disminucién con el tratamiento 8 L/ha eak con 40
mM NaCl. De alguna manera la aplicacion de los diferentes tratamientos ayudo a regular
el estrés generado por la sal, haciendo méas eficiente la eliminacion de ROS, mediante la
actividad de algunas enzimas antes mencionadas. Para que las plantas tengan mejor
proteccion cuando se encuentran bajo estrés oxidativo, las moléculas antioxidantes
enzimaticas y no enzimaticas regulan sus actividades, al mantener el equilibrio redox, en
este caso APX conecta en ambas vias (Kesawat et al., 2023). Bajo condiciones salinas los
cultivos acumulan exceso de iones en la vacuola para evitar la acumulacién en el
citoplasma que puede afectar las reacciones enzimaticas (Zulfigar et al., 2022), por lo
tanto, la enzima glutation peroxidasa (GPX) también forma parte de unas principales
eliminadoras de H203, debido a que su funcion le permite actuar en los organulos como,
citosol, y vacuola (Kesawat et al., 2023). Algunos estudios, como el reportado por
Zuzunaga-Rosas et al., 2022, quienes utilizaron un bioestimulante a base de polifenoles,
glicina betaina (2 L/na y 4 L/ha) en cultivo de tomate con salinidad en C.E: 7.9 dS/m, las
enzimas SOD y CAT, no se vieron influenciadas con la aplicacion del bioestimulante,
atribuyendo aque una activacion excesiva de enzimas se debe a un estrés oxidativo severo.
Caso contrario a lo que ocurrié con la aplicacion del extracto de acido kdjico, en donde
los tratamientos incrementaron la actividad de las enzimas SOD, APX y GPX, recalcando
también que las plantas de fresa son cultivos muy sensibles a la salinidad, por lo que, los
tratamientos ayudaron a regular el estrés salino, o bien disminuir el dafio oxidativo en las

plantas estresadas, que de acuerdo a lo reportado por (Desoky et al., 2021), en plantas de
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haba con estrés salino (150 mM NaCl) y con aplicacion foliar de extracto de grano de
maiz (60 g L) junto con propoleo se incrementd la actividad enziméatica de SOD, CAT,
APX. En otros experimentos, con la aplicacion de extracto de algas marinas (100 mL/L),
en plantas de tomate en condiciones no salinas, la actividad SODy CAT incrementaron,
sin embargo, con la aplicacion de extracto de algas bajo condiciones salinas (300 mM
NaCl), disminuyeron la actividlad de SOD y APX, mientras que CAT no presento
diferencias significativas (Hernandez-Herrera et al., 2022). Asi mismo el &cido kojico es
un metabolito secundario que se considera como un potente eliminador de especies
reactivas de oxigeno, como peroxido de hidrogeno e hidroxilo (Niwa y Akamatsu, 1991),
teniendo beneficios contra el envejecimiento y el cancer en los seres humanos (Talakoub
etal., 2009). La actividad de PAL como precursora de la sintesis de los fenilpropanoindes,
incremento solo en algunos tratamientos, en condiciones no salinas el tratamiento AK
(0.5%), mientras que con 25 mM NaCl fue para los tratamientos 2 L/ha, 4 L/ha, y 8 L/ha
eak. Por otra parte, la aplicacion foliar de extractos de alga parda (5 mg/mL) en plantas de
fresa incremento el contenido de la enzima PAL (0.89 U/mg) (Tajdinian et al., 2022).
Como funcion importante de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), es catalizar la
desaminacién no oxidativa de la fenilalanina a acido trans-cinamico (AC) (Ferrer et al.,
2008), como un sustrato comln para la sintesis de diferentes compuestos fenilpropanoides
(Sirin 'y Aslm, 2019), por lo tanto, una regulacion de la actividad PAL se relaciona de
forma positiva a una mayor produccion de fenilpropanoides (Vogt, 2010). De acuerdo a
lo obtenido, el contenido de proteinas, solo con condiciones salinas hubo incrementos, en
los niveles con 25 mM NaCl (AK 0.5%), y con 40 mMNaCl (8 L/ha eak). Las proteinas
tienen diferentes funciones, tanto enzimaticas, estructurales, y funcionales en la
fotosintesis, biosintesis, transporte, proteccion, sefializacion entre otros (Rasheed et al.,
2020), bajo condiciones estresantes se induce la produccion de proteinas protectoras para
la preservacion de procesos fisioldgicos y bioquimicos (Zhou et al., 2023). La cantidad
de proteinas resulta ser mayor en cultivares tolerantes a la salinidad, en comparacion con
los cultivos sensibles (Athar et al., 2022), en este caso, el cultivo de fresa es sensible al
estrés salino, por ende, hay una mayor disminucién y se presenta en el nivel mas alto de
salinidad con 40 mM NaCl. Cabe mencionar que la accién de cada bioestimulante

dependera de su composicién, por ejemplo, los que son de extractos botanicos,
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regularmente tiene un alto contenido de azucares polifenoles y proteinas, que podrian ser
eficientes al aplicarse en plantas con estrés abidtico (Naboulsi et al., 2022). Por otra parte,
el acido kdjico es un compuesto fendlico (Ermis et al., 2023), que, por sus caracteristicas
acido débiles, hasta el momento solo se ha implementado en alimentos para prevencion
del pardeamiento en frutos y vegetales, pero no se tiene informacién sobre su uso en
cultivos.
Actividad antioxidante en hojas de fresa

La actividad antioxidante no enzimatica, en donde se involucran diferentes compuestos
derivados de la ruta de los fenilpropanoides, se encuentran los fenoles, flavonoides, y
antocianinas entre otros, que tienen la funcion de desintoxicar o mantener en equilibrio
las especies reactivas de oxigeno, en las diferentes reacciones celulares de las plantas
(Herndndez-Herndndez et al., 2019 :Azeem et al., 2023), ademés de incluir glutation, y
vitaminas c cuya funcidn es interrumpir la accién indeseable de las ROS (Swietek et al.,
2019). Otra manera de eliminacion de H202, es por medio del ciclo Asc-GSH, cuya
funcion se realiza en diferentes compartimentos celulares, como citosol, mitocondria,
cloroplastos y peroxisomas (Dumanovi¢ etal., 2021). Los antioxidantes no enzimaticos,
fenoles totales, flavonoides totales, incrementaron en condiciones salinas con la aplicacidn
de eak. La aplicacién foliar de hidrolizados de proteinas (4 mL L), y extracto de algas
tropicales (1 mL L1), en lechuga roja, incrementaron el contenido de fenoles totales en un
23% Yy 39%, y flavonoides totales enun 26%Yy 41% (Giordano et al., 2022). Otros autores,
en estrés salino con 300 mM NaCl y aplicacion de extracto de algas (100 mL/L), los
fenoles totales disminuyeron en un 5%, mientras que los flavonoides aumentaron en un
8% (Hernandez-Herrera et al., 2022). Por lo tanto, los bioestimulante pueden incrementar
el contenido de metabolitos secundarios, sin embargo, la efectividad de los bioestimulante,
sera variable en el uso de concentraciones sean bajas o altas, de la composicion del
bioestimulante, las caracteristicas de la planta, la forma de aplicacion, factores
ambientales entre otros (Vioratti et al., 2023). En otros estudios, con la aplicacion foliar
de extracto de grano de maiz (60 g L) junto con propoleo (40 g L-)como bioestimulante,
en cultivo de habas con 150 Mm NaCl, aument6 la vitamina C en un 15%, y glutatién
reducido con un 9.6% respectivamente, mientras que en condiciones no salinas se

presentaron efectos negativos (Desoky et al., 2021). En el presente experimento, el GSH
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aumento en condiciones sin salinidad con el tratamiento 4 L/ha eak, con 10 mM NaCl con
la aplicacion de AK (0.5%), sin embargo, con 40 mM NaCl disminuyé con el tratamiento
4 L/ha eak, para la eliminacién de H202se requiere una alta proporcién de GSH / GSSG
(Latique et al., 2021), sin embargo, los aumentos solo fueron favorables para AK
comercial, podria atribuirse a que en ciertos niveles de salinidad, hay mayor actividad de
otras enzimas responsables de la eliminacién de ROS, por lo que, glutation reducido no
requiri6 aumentarse. En cuanto a la vitamina c, sin estrés salino disminuyo en algunos
tratamientos, mientras que, en los diferentes niveles de salinidad con la aplicacion de los
tratamientos se presentaron incrementos. El &cido ascérbico es fundamental para eliminar
el dafio oxidativo y mejorar la tolerancia al estrés abidtico mediante la regeneracion de
ASC (Xiao et al., 2021). En otra investigacion, la salinidad en condiciones de C.E: 6 dS
m-'y C.E 9 dS m~!, ABTS incrementd, sin embargo, la aplicacion de proteinas
hidrolizadas (3 mL L1), la capacidad antioxidante ABTS se vio afectado negativamente
disminuyendo en un 20% (EFNakhel et al., 2022). La respuesta en la capacidad
antioxidante puede ser variable ya sea implementando un ensayo por ABTS, DPPH o
FRAP bajo condiciones estresantes, siendo que se puedan correlacionar de forma positiva
0 negativa (Bantis et al., 2020), indicando que el protocolo establecido puede jugar un
papel crucial en los resultados establecidos (El-Nakhel et al., 2022). Esto se observa en
el experimento, ya que la capacidad antioxidante de ABTS disminuyo en condiciones no
salinas, y solo con 25 mM NaCl hubo un aumento con la aplicacién de Phylgreen, mientras
que para DPPH se tuvieron incrementos con la aplicacion de 2 L/ha, 4 L/ha eak, Phygreen,
y AK (0.5%) en ausencia de estrés salino y salinidad con 25 mM NaCl. Aunque de la
misma manera en cuanto mas aumenta la salinidad la capacidad antioxidante se ve mas
afectada ain con la aplicacion de los tratamientos, y esa tendencia fue mostrada para
ABTS también.
Pigmentos fotosintéticos

La fotosintesis es la fuente de energia para el crecimiento y desarrollo de las plantas,
siendo las clorofilas ay b las que influyen directamente en la capacidad fotosintética de
las plantas (Li et al., 2018), las composiciones de los complejos de antena son distintas
para el fotosistema | enriquecida con clorofila a, y fotosistema 11 con clorofila b (Gururani

et al., 2015). Cuando las plantas, sobre todo las que son sensibles a la salinidad como es
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la fresa, son expuestas a condiciones salinas se genera una disminucion de las clorofilas y
una fotosintesis méas baja (Allugmani y Alabdallah, 2022). Se ha reportado que bajo
condiciones salinas con 50 mM NaCl en cultivo de fresa, el contenido de clorfilas a, y b,
disminuyo, pero con la adicion de &cidos humicos (300 ppm) se mejord el contenido de
clorofilas ay b enun 22%, y 26%, reduciendo los efectos de la salinidad (Saidimoradi et
al., 2019). En un estudio realizado por EFNakhel et al., 2022, la aplicacion de un
bioestimulante a base de proteinas hidrolizadas (3 mL L!) aplicadas via foliar en espinaca
incremento solamente el contenido de clorofilas totales en un 4%, mientras que las plantas
que solo tuvieron estrés salino con CE: 3dSm ~!,CE: 6dS m !, tuvieron mayor contenido
de clorofilas ay b. Entre otros tipos de bioestimulante, como son los preparados a base de
microorganismos como hongos benéficos, tienden a incrementar los pigmentos
fotosintéticos, como lo reporta Todeschini et al., 2018, al aplicar una mezcla de
Funneliformis mosseae + Pseudomonas fluorescens, aumentaron el contenido de
clorofilas ay benun 11% y 18%. Aunque si bien el extracto de acido kdjico, es producido
por medio de fermentacién liquida mediante la inoculacion de una cepa, y no, mediante
la aplicacion del microrganismo al suelo o sustrato, si no el subproducto derivado de este,
y que, de acuerdo al presente experimento, la aplicacién foliar del extracto de acido kéjico,
aumentaron el contenido de clorofilas a, by totales, bajo estrés salino, mientras que plantas
sin estrés, solo el tratamiento AK (0.55) disminuyo el contenido de clorofila a. Algunos
autores mencionan que el uso de bioestimulantes regularmente ayudan a incrementar la
concentracion de pigmentos fotosintéticos en las hojas (Bulgari et al., 2017).
Amino&cidos en hojas de fresa

La prolina es un aminoacido conocido como osmoprotector de plantas que estan sometidas
a estrés abidtico (Hayat et al., 2012), cuya funcion es, mejorar la estabilidad de las
proteinas, dar proteccion a la integridad de las membranas, ademas de aumentar el
potencial de absorcion de agua y facilitar la activacion de enzimas antioxidantes
(Hosseinifard et al., 2022). En este experimento, la prolina, incremento en el tratamiento
2 L/ha eak con 25 mM NaCl, mientras que con 40 mM NacCl, los tratamientos que
aumentaron fueron Phylgreen, 8 L/ha, y 2 L/ha eak. En estudios realizados en plantas de
fresa reportaron que el contenido de prolina aumento bajo condiciones salinas a 50 mM

NaCl, sin embargo, con la aplicacion de &cidos himicos a 300 ppm, en conjunto con el
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estrés, la prolina disminuyo en un 26% (Saidimoradi et al., 2019). Por otra parte, el uso
de una combinacién de rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas de fresa
sometidas a estrés salino (35 mM NaCl), aumentaron el contenido de prolina en un 82%
(Arikan S et al., 2020). Mientras que, en otras especies de plantas como tomate, el
aumento de prolina fue 3.6 veces mas en plantas tratadas con extractos de algas junto con
salinidad a 300 mM NaCl (Herndndez-Herrera et al., 2022). Con la aplicacion de una
mezcla de extractos de algas y cianobacterias al 5%, bajo condiciones salinas de 120 mM
NaCl y 150 mM NacCl en plantas de tomate, hubo mayor acumulacién de prolina desde
140% a 87% respectivamente (Mutale-joan et al., 2021). Por lo tanto, conforme
incrementaban los niveles de salinidad, las aplicaciones de algunos tratamientos, ayudaron
a la acumulacion de prolina, ejerciendo proteccion en las plantas.
Expresion de genes en hojas de fresa

El reconocimiento de un ambiente de estrés y la adaptacion al estrés ambiental, ademéas
de completar su ciclo de vida, las plantas han desarrollado un mecanismo complejo que
regula estrictamente la expresion génica a través de sefiales precisas (Liang et al., 2020).
Las plantas poseen un sistema de defensa antioxidante, que incluye las enzimas, SOD,
CAT, APX, que protege los componentes de la membrana en la célula (Hasan et al., 2020),
y PAL en su papel en la respuesta de las plantas al estrés abibtico (Fan et al., 2022). A
nivel molecular, los mecanismos de respuesta de las plantas al estrés son
multifacéticos, las plantas pueden reaccionar al estrés activando factores de transcripcién,
por ejemplo, WRKY, que a su vez conduce a la regulacién positiva de genes especificos,
implicados en actividades antioxidantes y metabolismo secundario (Gedeon et al., 2022
: Zhou et al., 2023). En el presente experimento se observaron tendencias en al alza en
algunos tratamientos con efecto bioestimulante bajo los diferentes niveles de salinidad.
Las plantas sin estrés salino, el tratamiento 2 L/ha eak aumentd significativamente el gen
SODYy CAT, el tratamiento 4 L/ha eak aumento el gen PAL, y el bioestimulante comercial
Phylgreen aumento APX y PAL. Con 10 mM NaCl, el tratamiento  AK (0.5%) aumentd el
gen APX. En 25 mM NaCl, solo en los tratamientos 4 L/ha eak aumentd el gen APX, y
en el tratamiento AK (0.5%) incrementd APX 'y PAL. Con 40 mM NaCl los tratamiento s
4 L/ha eak, y Phylgreen se expresaron los genes SOD, APX, y PAL. Por lo tanto, estos

resultados sugieren que la aplicacion de extracto de acido kdjico, al igual que AK
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comercial, y no esta demas mencionar a Phylgreen, activan los mecanismos moleculares
de respuesta de las plantas sometidas a estrés salino. En estudios realizados por (Gedeon
et al., 2022), utilizaron soluciones bioestimulates (50 mL), que incluian biocompost
(contiene carbono organico y MO, acidos humicos, y fulvicos, bacterias, actinobacterias
y hongos, y minerales), biofertilizante (sin moos, acidos fulvicos en mayor cantidad y
humicos, polisacaridos, carbonatos, calcio, fosforo inorganico, enzimas vy fitohormonas.),
y soluciones correctoras de ARN (contiene los principios activos de la solucion de
biocompost, pero en mayor concentracion), en plantas de tomate a 150 mM NacCl,
indicando que las plantas tratadas con biocompost y estrés, aumentaron la expresion del
gen SOD, mientras que el uso de biofertilizante, y corrector de ARN regularon
significativamente a la baja en los genes SOD, y APX. Por otra parte, en un estudio
realizado por Sarifiana- Aldaco et al., 2022, con el uso de extractos hidroalcohdlicos de
Sargassum spp., y bioestimulante comercial en plantulas de tomate a 100 MM NaCl, el
uso de sargazo en condiciones no salinas, presento un aumento de la expresion del gen
Fe-SOD, APX, y PAL, mientras que, bajo condiciones de estrés, con la aplicacion de SSE
los genes Fe-SOD, APX, CAT, y PAL aumentaron su expresion génica, con el
bioestimulante comercial expreso los genes Fe-.SOD APX, en condiciones salinas, y en
condiciones sin sal, fueron los genes, CAT, y APX. La aplicacion de bioestimulante
vegetales, ayudan a mejorar la tolerancia a la sal en plantas por medio de vias de
sefalizacion, y regulacion de maquinaria redox (SOD, CAT, APX, GPX, Prx, éacido
ascorbico (AsA), glutation (GSH), entre otros) (Ahmad A etal., 2022). Por ende, se podria
considerar que el uso del extracto de acido kdjico, puede ayudar a estimular las plantas de
fresa en condiciones normales y salinas, desencadenando la expresion de genes
protectores contra el estrés salino. De acuerdo a los diferentes estudios informados, los
bioestimulantes abarcan un término amplio que van desde formulaciones microbianas y
no microbianas, hidrolizados de proteinas, extractos de algas y botanicos, quitosan, tanto
compuesto inorganicos, entre otros (du Jardin, 2015), que tienen efectos positivos en las
plantas incrementando su calidad y rendimiento. Ademéas de que la composicion de
algunos de ellos que van desde vitaminas, minerales, aminoacidos, fitohormonas, acidos
fendlicos, flavonoides, polisacaridos, carbohidratos entre otros que estimulan alas plantas

a tener mejor funcionamiento, de forma general, como la induccion de respuestas
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fisiologicas de las plantas, como crecimiento, rendimiento, calidad mejorada de frutos,
contenido nutricional mejorado entre otros, ademéas de ayudar a hacer frente al estrés del
tipo abidtico (Battacharyya et al., 2015: Drobek et al., 2019).
Contenido de minerales

La salinidad genera deficiencia de nutrientes minerales, como potasio, debido a que altas
concentraciones de Naen el suelo reducen la actividad de diferentes nutrientes esenciales
haciéndolos menos disponibles para las plantas (Shabala et al., 2008). ElI aumento de
salinidad en el tejido de la hoja fue incrementando conforme a cada nivel. En cultivo de
fresa con estrés por salinidad a 70 mM NaCl aumento la acumulacién de Na, y disminuyo
la absorcion de K (Abu Zeid et al., 2023), sin embargo, en el presente estudio la
acumulacién de K no se vio afectada y se vio favorecida solo con algunos tratamientos
(AK (0.5%), 4 L/ha eak). La aplicacion foliar de un producto comercial Bluestim en
plantas de fresa con salinidad de 34 mM NaCl no afecto la concentracién de Ca, K, Mg,
P, Fe, Cu, Zn, Mn, mientras que el Na, en comparacion con su control no hubo diferencias,
pero en comparacion con su blanco control aumento 6 veces mas (Ntanos et al., 2021). En
condiciones sin salinidad los bioestimulante a base de hidrolizado de proteinas y extracto
de plantas tropicales aplicado via foliar aumento el contenido de Ca, K, y Mg (Giordano
et al., 2022). En condiciones de 25 mM NaCl, y 40 mM NaCl hubo una mejor acumulacién
de Ca con el tratamiento 2 L/ha eak. Por otra parte, los microelementos, Fe, Cu, Mn, la
acumulacién fue en condiciones sin estrés con la aplicacion del extracto de acido kdjico,
y en condiciones salinas a 40 mM NaCl se acumulé Fe, Cu, Zn, y Mn. El AK se ha
reportado como un agente quelante de Fe3*, Cu®*, Zr?* y, APF* siendo un candidato

prometedor, que pudiera aplicarse en areas agricolas (Nurchi et al., 2019).

5. CONCLUSION

El extracto de &cido koéjico aplicado via foliar en plantas de fresa bajo condiciones
normales y estresantes por salinidad, favorecié la actividad los compuestos enzimaticos y
no enzimaticos, ademas de aumentar el contenido de pigmentos fotosintéticos, y prolina.
De la misma manera la expresién de los genes con la aplicacion del extracto de acido
kojico, acido kojico grado reactivo, y el bioestimulante comercial, incremento la expresion

génica. Ademas, el eak de aumento el contenido mineral en hojas como K, Ca, Fe, Cu, y
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Mn. Aunque se requiere de méas investigacion para comprender los diferentes mecanismos
de respuesta a estrés con el uso del extracto de cido kojico, este trabajo da una iniciativa
a posibles investigaciones futuras, para el aprovechamiento de este metabolito que esta
contenido en el extracto, y sea aplicado a otros cultivos diferentes, bajo otras condiciones

de estrés abidtico o bibtico.
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CONCLUSION GENERAL

1. La sintesis de acido kojico pudo ser inducida con la cepa Aspergillus niger M4 por
medio de la optimizacion del medio liquido para favorecer la produccion de AK mediante
la concentracion de extracto de levadura como fuente de nitrégeno, y ademas el valor de
pH adecuado para mejorar la productividad.

2. El uso del extracto de acido kojico obtenido por la cepa A. niger M4, en la calidad
postcosecha de frutos de fresa tuvo efectos positivos en la firmeza de los frutos,
disminucién de la pérdida de peso, yen el indice de color con los tratamientos de 2 mL/L
y 8 mL/L de eak, y 0.5% AK. Ademas, el uso del extracto de acido kojico, y AK grado
reactivo, tambien aumento el % de acido citrico, SST, la capacidad de eliminacion de
radicales libres, el contenido de fenoles totales, y la vitamina C, mejorando la apariencia
y la calidad nutracéutica de los frutos.

3. El extracto de acido kdjico (A. niger M4), aplicado via foliar en plantas de fresa sin y
con estrés salino favorecid la actividad enzimatica de SOD, APX, y GPX en hojas de fresa,
la aplicacion de AK comercial aumentd la actividad enzimtica de CAT, y APX, mientras
que la aplicacion del bioestimulante comercial Phylgreen aumentd la actividad SOD y
APX en condiciones de estrés salino. Para la actividad PAL el AK (0.5%) aumentd en
condiciones normales, mientras que en condiciones salinas de 10 mM NaCl, y 25 mM
NaCl los tratamientos con extracto de &cido kojico aumentaron. Los compuestos
antioxidantes no enzimaticos como fenoles totales, flavonoides totales, GSH, vitamina C
también estuvieron favorecidos con la aplicacién del extracto de acido kéjico bajo
condiciones salinas, ademéas de aumentar también el contenido de clorofilas y prolina. Con
la aplicacién de Phylgreen y AK (0.5%), se favorecio el aumento de fenoles totales,
vitamina C,y GSH en condiciones de salinidad. También, la expresién de genes aumento
con aplicacion del extracto de &cido kdjico, é&cido kdjico grado reactivo, y el
bioestimulante comercial. Ademas, el eak aumentd el contenido mineral en hojas como
K, Ca, Fe, Cu, y Mn.



