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RESUMEN

El 4cido hialuronico (AH) tiene varias funciones bioldgicas, tales como: la proliferacion
y diferenciacion celular, y la expresion génica. También ha demostrado ser un regulador del
crecimiento mas potente que otros compuestos como el quitosano y la N-acetil-D-glucosamina
donde, ademaés de producir mayor nimero de brotes, se requieren concentraciones de hasta 10
veces inferiores a las generalmente empleadas. Asimismo, se ha demostrado que el AH presenta
actividad antioxidante in vivo e in vitro en células animales y vegetales. Por si fuera poco, el
AH presenta propiedades elicitoras contra el ataque de diferentes organismos patogénicos,
incluyendo virus, en los cultivos de tomate, pepino y pimiento; siendo el AH un elicitor igual
de efectivo que el &cido salicilico (AS) y el &cido jasménico (AJ). Los mecanismos de accion
del AH en plantas aun se desconocen. El &cido D-glucurdnico que esta presente en los dimeros
que conforman la estructura del polimero, son mondmeros analogos de los oligogalacturénidos
(OG) obtenidos de fuentes vegetales y podria ser responsable de otorgarle la actividad biologia
al AH, ya que estas propiedades también estan presentes en los OG. Los OG se encargan de
desencadenar las reacciones de defensa en las plantas, por lo cual en este estudio nos
centraremos en las similitudes entre OG y AH para explicar los mecanismos de accion del AH.
Por todo lo anterior, se propone al AH como una alternativa econémica, ecoldgica y efectiva al
uso de sustancias quimicas que son menos amigables con el medio ambiente. Asi, el uso del AH
podria solucionar una parte de los problemas actuales de la agricultura como los patégenos

resistentes a los pesticidas y las perdidas poscosecha.



ABSTRACT

Hyaluronic acid (HA) has several biological functions, such as cell proliferation and
differentiation, and gene expression. It has also proven to be a more potent growth regulator
than other compounds such as chitosan and N-acetyl-D-glucosamine where, in addition to
producing more shoots, concentrations up to 10 times lower than those generally used are
required. Likewise, it has been demonstrate that HA presents antioxidant activity in vivo and in
vitro in animal and vegetable cells. On top of that, the HA has elicitor properties against the
attack of different pathogenic organisms, including viruses in tomato, cucumber and pepper
crops; the HA being an elicitor as effective as salicylic acid (AS) and jasmonic acid (AJ). The
mechanisms of action of HA in plants are still unknown. The D-glucuronic acid that is present
in the dimers that make up the structure of the polymer, are monomers analogous to
oligogalacturonides (OG) obtained from plant sources and could be responsible for giving
biological activity to HA, since these properties are also present in the OG. The OG are
responsible for triggering the defense reactions in plants, so in this study we will focus on the
similarities between OG and AH to explain the mechanisms of action of HA. For these reason,
the HA was propose as an economic, ecological and effective alternative to the use of chemicals
that are less friendly to the environment. Thus, the use of HA could solve part of the current

agricultural problems such as pesticide resistant pathogens and postharvest losses.



. INTRODUCCION

El &cido hialurénico o hialuronano (AH) es un polimero compuesto por &cido D-
glucuronico y N-acetil-D-glucosamina, el cual pertenece al grupo de poliaminosacéridos, en
donde se encuentran otros compuestos mas conocidos como la quitina y el quitosano (Mehraj y
Shimasaki, 2017). Estos compuestos estan presentes en crustaceos, moluscos, insectos, asi
como, en bacterias y hongos (Struszczyk, 2002). Por si fuera poco, el AH esta presente en casi
todos los fluidos y tejidos bioldgicos del cuerpo humano, por lo que es utilizado como marcador
diagndstico en diversas enfermedades, asi como, en la regeneracién cosmética de tejidos de la
piel, los ojos y diversos tejidos a los cuales se les haya realizado alguna cirugia (Slotes et al.,
2006; Neuman et al., 2015); siendo mas eficaz el AH que la quitina y el quitosano en procesos
de cicatrizacion y tratamientos posquirargicos (Struszczyk, 2002). Existen sorprendentes
paralelismos entre los oligogalacturénidos (OG) y los fragmentos del AH que se encuentran en

las células animales (Ferrari et al., 2013).

Este compuesto ha sido ampliamente estudiado desde el afio de su descubrimiento en
1880, pero con un repunte desde el afio de su sintesis en 1934. Apareciendo desde entonces en
maltiples investigaciones y patentes, las cuales superan las 142,575 apariciones en
publicaciones y las 19,288 en patentes (Fallacara et al., 2018). Por lo que se ha demostrado que
el AH tiene varias funciones bioldgicas, incluyendo la proliferacion y diferenciacién celular y
la expresion génica con diferentes aplicaciones en el campo industrial y en la biomedicina
(Slotes et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que el AH presenta actividad antioxidante in
vivo e in vitro en células animales (Ke et al., 2011). Recientemente, uno de los derivados del
acido jasménico (AJ), el acido tetrahidro-jasmoénico (LR2412), ha mostrado un potencial
antienvejecimiento en el caso de la piel humana (Michelet et al., 2012). Por lo que se sabe que
el LR2412 aumenta la expresion de las enzimas hialuronasa sintasa 2 (HAS2) y 3 (HAS3), lo
que aumenta la sintesis de AH en la piel (Michelet et al., 2012). EI AJy el AH también han sido
estudiados por sus efectos en plantas, principalmente el AJ, ya que es un conocido elicitor de

plantas.



El AH fue reportado como un elicitor por Wu y Zhou (2006), quienes mencionan que
éste compuesto mejora la produccion de metabolitos secundarios en el cultivo de tejidos
vegetales. Ademas, éste actia como regulador del crecimiento en las plantas, ya que se ha
reportado que el nimero de brotes se modifica con la presencia del AH, en donde a menores
concentraciones se obtiene una mayor proliferacion (Kaewjampa et al., 2012; Mehraj y
Shimasaki, 2017). Reportandose que se requiere una concentracion al menos diez veces menor
al de los fitorreguladores convencionales para la obtencion de brotes laterales (Kaewjampa et
al., 2012). Al igual que algunas oligosacarinas, la actividad biologica del AH en las plantas
depende de su tamafio, por lo que sus efectos estan relacionados con el peso molecular del
compuesto (Mehraj y Shimasaki, 2017).

Park et al., (2008) es el primer y Unico reporte que incluye el uso del AH como elicitor
en plantas en campo y su efecto contra el ataque de diferentes organismos patogénicos,
incluyendo virus. Asi, Park et al., (2008) han demostrado el potencial que tiene este compuesto
quimico contra el ataque del virus del mosaico (CMV), enfermedades del tomate por
Pseudomonas syringae pv. y Xanthomonas axonopodis pv., mancha angular por Pseudomonas
syringae pv. lachrymans y antracnosis por Colletotrichum orbiculare en pimiento. Los
resultados reportados por Park et al., (2008) indican que el AH per se no muestra accion
antimicrobiana directa contra los patdgenos, sino que tiene una accién sobre el incremento de
los mecanismos de defensa de la planta al comprobar que el AH incrementa la transcripcion de
genes de defensa. Estos mismos genes se activan cuando se aplican otros elicitores en las plantas
(como el &cido salicilico y el AJ). Asi, el AH presenta acciones similares a otros elicitores (Park
et al., 2008).

Kaewjampa et al., (2012) y Kamal et al., (2014) indicaron que el AH puede ser un nuevo
regulador de crecimiento en plantas, ya que ellos obtuvieron una mayor proliferacion de cuerpos
protocérmicos (PLB) en plantulas de orquideas in vitro en comparacion con fitorreguladores
convencionales [bencil aminopurina o bencil adenina (BAP o BA) y auxinas como el acido
naftalenacético (ANA)]. Esto ha sido reafirmado recientemente por Sultana et al., (2015) y

Mehraj y Shimasaki, (2017) en plantulas de Phalaenopsis in vitro. Ademas, entre los diferentes



modos de aplicacion del AH, se ha reportado que la aplicacion via drench es mas efectiva que

la aplicacion por inyeccion y por asperjado (Park et al., 2008).

Por todo lo anterior, se conoce la accion de elicitor del AH en las plantas contra
diferentes factores bidticos y su efecto en la proliferacion de plantas in vitro. Sin embargo, este
no se ha explotado en mayor medida. Ademas, el AH es un tema muy atractivo para la
biotecnologia desde varios puntos de vista, tanto de las diferentes fuentes de donde se puede
obtener el AH, hasta de la forma de preparacion del compuesto, con las caracteristicas
moleculares y propiedades adecuadas para poder obtener resultados deseados (Slotes et al.,
2006). Por lo que el AH puede ser obtenido como un subproducto de desecho, en donde las
fuentes mas empleadas a la fecha son: a partir de las crestas de gallos y por fermentacion
bacteriana. Es por ello que, la propuesta de caso de estudio involucra el determinar si el AH
tiene un potencial real en la agricultura, asi como, si éste compuesto puede ser aplicado como

tratamiento en el &rea poscosecha; siendo esta ultima un area no explorada.



Il. REVISION DE LITERATURA

I1.1. Agricultura.

Hoy en dia la agricultura enfrenta dos grandes desafios a nivel mundial: el gran uso de
recursos y el impacto ambiental debido a préacticas de produccion de alimentos insostenibles
(Rivas y Galicia, 2017). El cambio climético est& poniendo en riesgo la produccion de alimentos,
ademas los agroquimicos y los pesticidas han impactado negativamente sobre la fauna silvestre
y los polinizadores (Altieri, 2012). Por si fuera poco, la contaminacién del agua por nitratos y
fosfatos han generado la proliferacion de algas que suprimen otras formas de vida (Hamilton et
al., 2018). Los agroquimicos también son la mayor fuente de metano y 6xido nitroso, gases
responsables del efecto invernadero (Altieri, 2012). Por lo anterior, cada vez es mas necesario
buscar un enfoque ecoldgico en las practicas agricolas. Para ello, la aplicacion de biofertilizantes
como bacterias, hongos y los derivados de éstos ha resultado muy positivo para fertilizar de
manera organica diversos cultivos e incrementar la produccién agricola (Tripathy y Ayyappan,
2005). Esto seré necesario aplicarlo, ya que se prevé que para el afio 2050 la poblacién mundial
alcance los 9.7 mil millones de personas, por lo cual es necesario incrementar la produccién de
alimentos un 50 % al que se obtiene actualmente (SAGARPA, 2017).

11.2. Agricultura en México.

México tiene como territorio 198 millones hectareas (ha) (Figura 1) de la cual el area
destinada a la agricultura ocupa 27.8 millones ha?, aproximadamente el 15 % de la superficie
del pais (INEGI-SAGARPA, 2015). Es debido al clima y a la topografia del territorio nacional
que solo esta pequefia fraccion del territorio es apta para fines agricolas. Solo el 21 % de la
superficie agricola es de riego y se concentra en el noroeste del pais (Johnson et al., 2009). Al
sur es donde estda mas del 60 % de los recursos para la agricultura, la cual carece de
infraestructura hidrica y tecnologia para aprovecharlos correctamente (Johnson et al., 2009). El
58 % de la superficie se utiliza para el pastoreo y los bosques ocupan el 34 % del pais, el resto

del territorio son los asentamientos humanos (Johnson et al., 2009).
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Figura 1. Distribucidn del territorio nacional segun categorias de uso de terreno. Fuente:
INEGI-SAGARPA, (2015).

11.2.1. Principales Productos Hortofruticolas.

A pesar de que en México el cultivo hortofruticola solo ocupa el 12.1 % de la superficie
cosechada total nacional, es un sector que presenta rendimientos muy altos, tanto que ha
superado la siembra de granos, en gran medida gracias al mercado estadounidense que es el
principal cliente de nuestro pais (Macias, 2010). El rendimiento hortofruticola promedio es de
19.7 TM ha! mientras que el rendimiento de granos y oleaginosas es de 3.48 TM ha* (Cruz et
al., 2013). Ademés del mayor rendimiento, las hortalizas han adquirido un gran valor en
mercados nacionales e internacionales y México ocupa el tercer lugar mundial en exportacion
de hortalizas y el octavo en frutos comestibles, siendo el mayor productor de algunas hortalizas
de América latina; dichas hortalizas son el pimiento, el tomate y el aguacate (Macias, 2010).
Actualmente, México es uno de los paises que mas exportan estos productos gracias al proceso
de apertura comercial iniciado en la década de 1990 (Cruz et al., 2013).

11.2.2. Produccion a Nivel Internacional.

A lo largo de los altimos 20 afios, México se ha convertido en un importante proveedor
de frutas y verduras en el mercado internacional (Van den Broeck y Maertens, 2016). Las
principales exportaciones son: 1) jitomate, que es el mas rentable de todas las exportaciones; 2)
el aguacate, del cual México es el principal productor mundial; 3) pimiento morron y chile

5



verde. También la cafia de azlcar y el café son de gran importancia econémica para el pais
(SIAP, 2013). Otros cultivos de importancia son el pepino y la calabaza, de los cuales el 70 %
de la produccion se exporta a los Estados Unidos de América (EUA) (SAGARPA, 2017).
México esta en el octavo lugar en la produccion mundial de tomate y su mayor cliente es EUA

seguido por Canada y los demas paises del TLCAN (Cruz et al., 2013).

Las principales frutas cultivadas en México para su consumo a nivel internacional son
el aguacate, la lima acida, la papaya, la naranja, la frambuesa, la fresa y la toronja (Macias,
2009). Mientras que las verduras producidas en México mas importantes para el consumo
internacional son el chile, el ejote, la cebolla, la calabaza, el esparrago, el tomate, el brécoli y la
coliflor (Macias, 2009) (Tabla 1).

Tabla 1. Exportaciones de frutas y hortalizas mexicanas en el mercado mundial.

Rubro % de las % de las Ranking en el % de exportaciones

exportaciones exportaciones mundo a EUA entre total
horticolas de México mundiales exportado
Afo 2001 2008 2001 2007 2001 2007 2001 2007
Frutas 25.01 35.23 2.80 3.25 10° ge 88.31 84.73
Hortalizas 74.99 64.77 9.36 8.09 3° 40 94.35 95.96
Tomate 18.08 21.46 17.47 16.26 3° 3° 99.64 99.50
Aguacate 2.65 11.19 22.96 46.39 1° 1° 50.56 72.87
Pimiento 14.32 10.87 23.84 17.65 3° 3° 99.84 99.69
Cebolla 5.61 5.73 16.68 10.22 20 3° 92.93 90.55
Pepino 6.48 5.66 20.75 21.84 3° 3° 99.75 100

Sandia 241 5.73 16.68 10.22 20 3° 9.89 99.99
Fresa 1.45 2.44 5.68 7.47 6° 50 97.33 99.62
Melo6n 2.67 1.80 10.57 6.49 3° 7° 99.90 99.78
Papaya 0.97 1.06 24.77 29.20 1° 1° 99.92 99.78

Fuente: IMEGI-BIE (2010).

11.2.3. Produccién Nacional.

La amplia variedad de tipos de suelo y climas en el territorio nacional, permite una
produccion agricola (Tabla 2) para una gran variedad de productos de las cuales el maiz, el frijol
y el chile conforman la base de la dieta mexicana (Sosa, 2017). Los principales cultivos que se
producen bajo agricultura protegida son: el tomate (70 %), el pimiento (16 %) y el pepino (10
%) (SIAP, 2013). Los cinco frutales mas importantes de la produccion agricola nacional son: el
aguacate, la lima &cida, la naranja, el platano y la nuez (SIAP, 2013). Las cinco hortalizas

principales son: el chile verde, el tomate rojo, el esparrago, la cebolla y el pepino (SIAP, 2013).
6



Tabla 2. Principales cultivos hortofruticolas producidos por agricultura protegida en México
ordenados por su valor de produccion.

Grupo de cultivos Producto Valor de la produccion Superficie ssmbrada
(%) (%)
Aguacate 21.1 8.6
Platano 8.5 5.7
Limoén 7.4 10.6
Naranja 7.2 24.3
Mango 7.2 12.9
Frutas Uva 6.4 1.3
Nuez 5.2 5.5
Manzana 4.8 4.4
Papaya 4.5 15
Sandia 3.9 3.4
Tomate rojo 28.4 10.8
Chile verde 25.8 26.2
Cebolla 9.9 7.9
Tomate verde 6.0 8.9
Esparrago 4.3 2.4
Hortalizas Calabacita 4.0 5.1
Pepino 3.3 2.9
Brocoli 2.5 3.7
Elote 2.4 114
Zanahoria 1.8 2.5

Fuente: Cruz et al., (2013).

11.3. Principales Problemas en la Agricultura.

Las practicas que se han utilizado desde hace 60 afios en todo el mundo para proteger
los cultivos e incrementar su productividad, tales como: el uso de pesticidas y de fertilizantes,
han resultado poco sustentables debido a la contaminacion provocada por su acumulacion
(Badawy y Rabea, 2011). En conjunto con el cambio climatico y el incremento de la poblacion,
son los principales problemas a los que se enfrenta el sector agricola en la actualidad (Merino
et al., 2018). Los pesticidas han resultado ineficaces por la aparicion de nuevas variedades de
patdgenos resistentes a estos compuestos, por lo cual son necesarias nuevas alternativas como
los productos bioldgicos para el control de plagas y enfermedades en los cultivos, asi como, el

uso de moléculas inductoras de defensa en la planta llamadas elicitores (Garcia et al., 2018).

Otro problema de la agricultura son las pérdidas poscosecha, que es la forma en la que
se denomina a aquellas pérdidas que se producen después de la cosecha y antes de que el

producto llegue al consumidor (Lipinski et al., 2013). Segun la FAO, entre el 15 % y el 50 %



de la produccidn hortofruticola se pierde en poscosecha, por lo tanto, esto representa una pérdida
econdmica importante (Arias y Moors, 2018). Estas ocurren debido a que los alimentos se
descomponen antes de que puedan ser consumidos, ya sea por un almacenamiento o una
distribucion inadecuadas (Figura 2) (Gustavsson et al., 2018). Por ello, es esencial almacenar
los alimentos frescos de manera que se retrase su descomposicion para incrementar su
disponibilidad, para asi poder abastecer de alimentos a la poblacion (Arias y Moors, 2011). Las
causas de las perdidas poscosecha también son socioecondmicas, ya que una parte de la
poblacion no puede acceder a los alimentos por su costo elevado, por lo tanto, los productos no
estan disponibles para ellos (Lipinski et al., 2013). Los costos de los alimentos se elevan como
resultado de que los alimentos deben ser trasladados hasta las localidades donde seran
consumidos (Arias y Moors, 2018). Reducir las pérdidas poscosecha podria ahorrar los recursos
econdmicos de los agricultores y las empresas, aumentar la disponibilidad de alimentos y reducir

la presion sobre los recursos naturales necesarios para cultivar alimentos (Arias y Moors, 2018).

™ Produccion = Manejo y almacenamiento m Procesamiento M Distribucién y mercados m Consumo

Figura 2. Porcentaje de la pérdida generada por eslabon de la cadena alimentaria. Fuente: FAO
(2013).

11.4. Tratamientos Aplicados en Precosecha.



Los tratamientos precosecha son aquellos que se aplican al cultivo antes del corte de los
frutos y que estan orientados a retrasar la maduracién del producto (Osuna-Enciso, 2012). Su
objetivo también puede ser mejorar la calidad, el diametro, el peso del fruto, el color y/o la
firmeza (Giménez et al., 2015). La maduracién de los frutos define el color, la textura, el aroma
y el sabor de los frutos, y es un conjunto de procesos bioquimicos y fisioldgicos que estan
programados genéticamente (Raghav et al., 2016). Estos procesos pueden ser modificados
mediante los tratamientos precosecha que se le apliquen al cultivo ya que, después de la cosecha,
la calidad y el estado general de los productos no puede ser modificado (Osuna-Enciso, 2012).
Estos tratamientos constan de la aplicacion de diferentes sustancias quimicas; una de la méas
empleadas es el Etefon que libera etileno (ET), uniformando la maduracion de frutos

climatéricos (Osuna-Enciso, 2012).

Otro regulador de crecimiento utilizado en tratamientos precosecha es el cido giberélico
(AG), que en interaccidn con cera de carnauba aplicada poscosecha logra retrasar la maduracion
bajo condiciones de refrigeracion en frutos de lima acida (Alvarez et al., 2010). EI metil
salicilato (MeSa) aplicado a cultivos de cerezos en precosecha retrasa el proceso de maduracion
en la poscosecha, por lo cual es utilizado para conservar la calidad durante el almacenamiento
de los frutos (Giménez et al., 2015). La mezcla del AG con cloruro de calcio (CaCly) retrasa el
deterioro de frutos durante su almacenamiento (Osuna-Enciso, 2012). Las aplicaciones foliares
de CaCl; en precosecha también pueden estar enfocados a obtener una mejor respuesta de la
planta ante enfermedades, ya que las plantas con mayor concentracién de calcio en sus tejidos
muestran menos desarrollo de bacterias, tales como: Erwinia carotovora pv atroseptica y el

hongo Colletotrichum gloeosporoides (Saborio et al., 2000).

Los tratamientos poscosecha también pueden retrasar el deterioro de los productos, pero
el hecho de que los cultivos respondan positivamente a los tratamientos poscosecha depende en
gran medida de los tratamientos precosecha que se hayan aplicado (Osuna-Enciso, 2012).

11.4.1. Fitorreguladores.

Las fitohormonas u hormonas vegetales son moléculas producidas por las células

vegetales y tienen las funciones de regular el crecimiento de las plantas (Santner y Estelle,
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2009). También tienen la funcion de regular los procesos de sefializacion respuesta al estrés
bidtico y abidtico. Estas respuestas de defensa de las plantas estan mediadas por tres vias
principales de las fitohormonas: AJ, acido salicilico (AS) y ET. La intensidad de la respuesta de
la planta al estrés depende de las interacciones sinérgicas o antagonicas entre estas tres vias
(Ahmad et al., 2015).

Las fitohormonas como auxinas, citoquininas, AG y ET, también pueden ser sintetizadas
por microorganismos beneficiosos. Estas hormonas vegetales regulan mudltiples procesos
fisioldgicos que incluyen la iniciacion de la raiz, el alargamiento de la raiz y la formacién de

pelos radicales (Calvo et al., 2014).

El ET conocido principalmente como la hormona de la maduraciéon es una hormona
gaseosa producida en las plantas, que esta involucrada en la regulacién de procesos bioldgicos
como el crecimiento y el desarrollo de la planta, la germinacion de semillas, el crecimiento y el
desarrollo de brotes y raices, y la senescencia foliar (Li et al., 2018). Este fitorregulador
incrementa la biosintesis de auxinas, ademas interacciona con otras fitohormonas como la
citoguinina, el &cido abscisico, la AG, el AS y el AJ en la regulacion de diferentes procesos de
desarrollo. Sin embargo, los efectos del ET sobre la biosintesis y el contenido de estas hormonas
aun no se comprenden completamente (Li et al., 2018).

El AS es un acido orgéanico que actta como fitohormona, sus funciones son regular
procesos fisioldgicos y bioguimicos de la planta como el crecimiento, el desarrollo, la
fotosintesis, la transpiracion, la absorcion de iones y el aumento de la resistencia de la planta
ante estrés abidtico como metales pesados, previene los dafios causados por el estrés oxidativo
al aumentar la produccién de antioxidantes (Rostami y Rostami, 2019). Otra funcion de esta

fitohormona es prevenir la descomposicién de la hormona auxina (Rostami y Rostami, 2019).

Los jasmonatos, el AJ y su estereoisomero (+) -7-iso-AJ (Figura 3) son &acidos grasos
ciclicos que principalmente estimulan la senescencia de las hojas, pero también regulan diversos
procesos de desarrollo como la germinacion de semillas, el crecimiento de raices, el
gravitropismo, la formacion de tricomas, el desarrollo de embriones, la determinacion del sexo

(en maiz), la fertilidad, el desarrollo de plantulas, la formacion de tubérculos (indirectamente a
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través de la interferencia con la sefializacion de AG) y la maduracion de los frutos (Ahmad et
al., 2015). También se ha descubierto que participan en la defensa contra el estrés abidtico
porque se acumulan en las plantas en respuesta a la exposicion a estrés salino, heridas, sequia,
radiacion ultravioleta (UV), ozono y la exposicidn a inductores como quitinas y OG (Browse y
Howe, 2008). Por si fuera poco, también participan en la respuesta al estrés bi6tico de manera
indirecta, ya que estimulan la emision de compuestos volatiles (el metil jasmonato y cis-jasmona
que atraen a miembros de los parasitoides de insectos Braconidae y Sarcophagidae en cultivos)
y de manera directa con la biosintesis de proteinas de defensa en las plantas luego del ataque de
los herbivoros (Ahmad et al., 2015). La activacion completa de las respuestas de defensa

reguladas por esta via requiere de ET para activarse (Ferrari et al., 2013).

0

COOCH,4

Figura 3. Estructura quimica del acido jasmoénico. Fuente: Ahmad et al., (2015).

Las AG son fitohormonas que poseen una serie de efectos fisioldgicos, tales como: la
eliminacién de la latencia de las semillas, la mejora de los rendimientos de los cultivos, la
promocidn de la produccion de frutos y la induccion de la floracion en algunas plantas (Santner
y Estelle, 2009). Promueven la division celular y su presencia se asocia con activos procesos de

crecimiento (Santner y Estelle, 2009).

El 4cido abscisico (ABA), participa principalmente en la regulacion de la abscision de
hojas y frutos, asi como, la latencia de brotes y semillas. Ademas, esta relacionado con la
respuesta de las plantas al estrés abiotico, por ejemplo: el estrés por frio y/o estrés hidrico. El
ABA también se utiliza como inhibidor del crecimiento en explantes (Teixeira da Silva, 2014).
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11.4.2. Bioestimulantes.

Los bioestimulantes de plantas son sustancias, microorganismos o una mezcla de ambas
que cuando se aplican a las plantas, semillas o la rizosfera tienen la funcion de promover el
crecimiento mediante alguno de los siguientes mecanismos: estimular los procesos naturales
para mejorar la captacion, asimilacion y translocacion de nutrientes, incrementar la tolerancia
al estrés abidtico, y mejorar la calidad de los cultivos al incrementar atributos como el contenido
de azucar, tamarfio y color (Calvo et al., 2014). Al aumentar la tasa de fotosintesis neta, puede

aumentar el crecimiento de las plantas (Rostami y Rostami, 2019).

Algunos microorganismos como los hongos micorrizicos, las bacterias Rhizobium y las
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), producen cambios en los
beneficiarios y estimulan el crecimiento de las plantas a través de mecanismos directos o
indirectos (Sharma et al., 2019). Una de estas rizobacterias es Klebsiella spp que mejora
parametros como el peso fresco, el nimero de vainas y también disminuye la infeccién por
hongos fitopatdgenos como Aspergillus flavus en cultivos de cacahuate bajo condiciones de
campo (Sharma et al., 2019). La aplicacion de bioestimulantes es un enfoque eficiente y
ecoldgico para mejorar pardmetros de calidad en cultivos, pero es importante evaluar la
reproducibilidad de los efectos de éstos en diferentes tipos de suelo y condiciones ambientales
(Calvo et al., 2014).

11.4.3. Elicitores.

Los elicitores son sustancias de diversas fuentes, tanto inorganicos como organicos, que
pueden inducir la activacion de respuestas defensivas y la acumulacion de fitoalexinas en el
organismo al cual son aplicados, para asi minimizar los dafios y también para conservar recursos
que le permitan a la planta continuar su desarrollo y crecimiento (Garcia et al., 2018). Estas
moléculas ayudan a reducir el tiempo necesario para alcanzar las concentraciones optimas de

metabolitos que protegen a la planta ante el estrés (Nahar et al., 2015).

El uso de elicitores es una alternativa prometedora porque existe una amplia variedad
de moléculas inductoras que se generan de manera natural dentro de la misma planta, que pueden

utilizarse como inductores de la respuesta inmune (Jin y West, 1984). Sin embargo, es necesario
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elegir un inductor adecuado, ya que la eficacia y la magnitud de la respuesta inducida depende
de la capacidad de la molécula para inducir la sefializacion en un tejido especifico (Garcia et al.,
2018).

Un elicitor muy utilizado es el quitosano (Figura 4), ya que tanto el quitosano como sus
productos de degradacion poseen propiedades antifungicas y antivirales (Struszczyk, 2002). El
quitosano puede estimular los sistemas de defensa de las plantas, por ejemplo, la acumulacion
de fitoalexinas, proteinas relacionadas con patgenos e inhibidores de la proteinasa, sintesis de
lignina y formacidon de callos en respuesta a las infecciones microbianas (Teixeira da Silva et
al., 2012). El quitosano también se ha utilizado para la sintesis de sistemas de liberacién

controlada de agroquimicos (Teixeira da Silva et al., 2012).

CHj
OH O=<
NH, o NH
.-OF%\OHQ Okf%q\o
NH,
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Figura 4. Estructura quimica del quitosano. Fuente: Merino et al., (2018).

La aplicacion de algunos extractos vegetales promueve la induccion de resistencia en las
plantas tratadas, asimismo, tienen un efecto sobre el crecimiento y el desarrollo del patégeno,
como se ha demostrado contra la enfermedad causada por Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici (Garcia et al., 2018). Los fragmentos pépticos de la pared celular de la planta
también pueden servir como intermediarios en la provocacion de la respuesta inmune. Estos
fragmentos pépticos contienen galacturonidos que son los responsables de la actividad elicitora
(Jin y West, 1984). Los oligobmeros del galacturonosilo liberados de las paredes celulares de las
plantas tras la degradacion pueden provocar una amplia gama de respuestas de defensa, incluida
la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), proteinas relacionadas con la
patogénesis, la acumulacion de fitoalexinas y 0xido nitrico, y asi protegen a las plantas contra

las infecciones por patdgenos (Ferrari et al., 2013). Por ejemplo, el uso de extracto de alga verde
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comun (Ulva intestinalis) estimula el crecimiento de raices en Arabidopsis thaliana y también

ayudan a mejorar la floracion y la defensa contra patdgenos (Ghaderiardakani et al., 2019).

El AH, un componente de la matriz extracelular animal, es otro polianion que también
se ha utilizado como como elicitor abidtico en la micropropagacion de hibridos de Cymbidium
in vitro (Kaewjampa et al., 2012). También ha demostrado ser un potente agente para suprimir
enfermedades como Pseudomonas syringae pv. Lachrymans y Colletotrichum orbiculare en
pepinos, Pseudomonas syringae pv. y Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria en tomates y
virus del mosaico (CMV) en pimiento (Park et al., 2008). La descomposicion del hialuronano
en la lesion tisular o la infeccion por patdgenos, activa el sistema inmunitario innato de los
vertebrados (Ferrari et al., 2013). Los paralelismos que existen en la estructura quimica de la
pectina y sus OG de plantas vegetales con los fragmentos de AH que se encuentran en las células

animales, podrian ser los responsables de la actividad elicitora del AH (Ferrari et al., 2013).

I1.5. Tratamientos Aplicados en Poscosecha.

Los factores de calidad importantes para la comercializacion de los productos frescos
son la textura, el color, la apariencia, el sabor, el valor nutricional y la seguridad microbiana
(Raghav et al., 2016). En poscosecha se aplican técnicas que frenan el metabolismo: como la
refrigeracion sin llegar a congelar, ni al umbral de sensibilidad a los dafios por frio. Ademas, se
emplean condiciones de humedad relativa elevada, sin que condense agua sobre los productos
y, por ultimo, renovar el ambiente de almacenamiento (Artes-Calero, 2006). Otro tratamiento
aplicado son los recubrimientos, que sirven como una barrera a la difusion de los gases en las
frutas y vegetales, lo cual reduce la pérdida de humedad y los niveles internos de oxigeno
(Guilbert y Gontard, 1995; Baez-Safiudo et al., 2018). Estos cambios pueden alterar las tasas de

respiracion, maduracion, color de la piel y los volatiles del sabor (Avena-Bustillos et al., 1997).

Otros tratamientos aplicados en la poscosecha son el envasado en empaques plasticos
para crear atmoésferas modificadas (Martinez-Ferrer et al., 2002), tratamientos térmicos
(Weerahewa y Adikaram, 2005), adicion de cloruro de calcio (CaCl2) (Youryon y Wongsaree,
2015), ABA (Zhang et al., 2015), 1-metilciclopropeno (1-MCP) (Selvarajah et al., 2001) y el
almacenamiento a bajas temperaturas (Ramos-Garcia et al., 2010). Bajas presiones parciales de
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oxigeno (O2) y metano (C2Ha) y/o elevadas de didxido de carbono (CO>) y vapor de agua, frenan
el metabolismo, reducen la transpiracion y retrasan el deterioro de origen fisioldgico o

microbiano del vegetal a conservar (FAO, 2000).

11.5.1. Recubrimientos.

Los recubrimientos son capas delgadas de material sintético ¢ natural aplicadas a la
superficie del fruto (B&ez-Safiudo et al., 2018). Las propiedades de cubrimiento de los frutos y
su preservacion, dependeran basicamente de la permeabilidad al vapor de agua y a los gases
(Avena-Bustillos et al., 1997). Mediante la respiracion, la fruta obtiene la energia necesaria para
desarrollar una serie de procesos biolégicos indispensables. El proceso respiratorio ocurre
tomando oxigeno de la atmosfera que oxida las sustancias de reserva (carbohidratos simples y
complejos) con el consiguiente consumo de oxigeno (O2) y produccion de dioxido de carbono
(CO2) (FAO, 2000). Este efecto se debe a que los productos vegetales contintan vivos tras la
recoleccion y manifiestan procesos metabdlicos de respiracion, transpiracion, crecimiento,
maduracion y senescencia (Artes-Calero, 2006). Por lo tanto, disminuir la respiracion de los
productos ayuda a prolongar la supervivencia de los productos hasta el consumo optimizando
su aprovechamiento econdémico para adaptarlos a las exigencias comerciales (Artes-Calero,
2006).

Ademas del recubrimiento céreo natural, se utilizan materiales como el polietileno, el
polipropileno y el policloruro de vinilo junto con alguna resina o alguna cera natural para formar
peliculas empleadas para cubrir los productos hortofruticolas (FAO, 2000; Salvador et al.,
2003). También existen recubrimientos comestibles que, a diferencia de las peliculas extruidas,
son una tecnologia prometedora y respetuosa con el medio ambiente, ya que reduce la utilizacién
del envasado tradicional como las peliculas plésticas, ademéas son biopolimeros naturales y
biodegradables (Dhall, 2013). Los recubrimientos hechos a base de polisacaridos han sido los
mas utilizados para recubrir frutos, debido a sus propiedades mecanicas de adherencia y

flexibilidad, y a sus propiedades de barrera a los gases (Ramos-Garcia et al., 2010).

Una ventaja del uso de recubrimientos comestibles es que se pueden incorporar
ingredientes activos en la matriz del polimero y consumirse con los alimentos, mejorando asi la
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seguridad o incluso los atributos nutricionales y sensoriales del fruto tratado (Dhall, 2013). Por
ejemplo, se puede incorporar AS a estas ceras o aplicarlo en la fruta después de disolverlo en
solucion etanol-agua para reducir la deshidratacion y asi mantener la firmeza y turgencia de los
frutos (Baez-Safiudo et al., 2018). En resumen, la funcién de los recubrimientos es reducir la
pérdida de agua durante el manejo y la comercializacion, mejorando la apariencia y prolongando
la vida en anaquel de frutas y verduras (Lin y Zhao, 2007). Asi, el polisacarido mas empleado
y util para la formulacion de los recubrimientos comestibles en la actualidad, es el quitosano
(Ramos-Garcia et al., 2010).

11.5.1.1. Quitosano.

El quitosano es un polimero catiénico gracias a los grupos amino que estan presentes de
forma natural en su estructura (Rinaudo, 2006). Esta presente en los exoesqueletos de los
crustaceos, pero también se encuentra en las cuticulas de los insectos, asi como, en las paredes
celulares de los hongos y algunas algas, es una de los polimeros mas comunes que se pueden
encontrar (Texeira da Silva et al., 2012). Es obtenido por desacetilacion quimica o enzimatica
de la quitina y es empleado en diferentes tratamientos debido a sus multiples propiedades
(Struszczyk, 2002). Por ejemplo, el quitosano ha demostrado tener efectos sobre los sintomas
de infeccion por hongos en los frutos de fresa, retrasando su aparicion hasta 5 dias después de
ser almacenados, mientras que en los controles los sintomas aparecieron desde el primer dia (El
Ghaouth y Arul, 1992).

11.6. Polisacaridos.

Los polisacaridos son carbohidratos poliméricos compuestos por unidades de
monosacaridos unidos entre si por enlaces glucosidicos (Merino et al., 2018). Se pueden
modificar quimicamente ya que poseen grupos funcionales como hidroxilo, amino y carboxilo,
gue pueden sustituirse en reacciones quimicas por nuevos grupos (Liu et al., 2018). Los
polisacaridos representan una solucion a los problemas ambientales, ya que ademas de estar

disponibles ampliamente en la naturaleza, son biodegradables. Asi se evita la acumulacion de
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desechos toxicos y la posibilidad de ser obtenidos a bajo costo (Mukherjee et al., 2019). Los
polisacaridos se obtienen generalmente por biosintesis en plantas y microorganismos; por
ejemplo, el AH bacteriano, gelano o xantano (Rinaudo, 2006). Estos materiales son
biocompatibles, biodegradables y con frecuencia tienen actividad bioldgica (Merino et al.,
2018). Estos polimeros se usan con fines biomédicos como la fabricacion de biomateriales,
ingenieria de tejidos o vehiculos farmacologicos para la liberacion lenta de agroquimicos
(Rinaudo, 2006).

Los polisacaridos pueden ser polimeros neutros (celulosa, amilosa y galactomananos) o
cargados ya que presentan grupos carboxilo o sulfato o amino en su estructura (Rinaudo, 2006).
Los polisacaridos como el quitosano también pueden utilizarse como estimulantes del
crecimiento, ya que no son tdxicos para los seres humanos ni para el medio ambiente (Mukherjee
et al., 2019). Ademas, este material estd ampliamente disponible en la naturaleza (Nahar et al.,
2011). El quitosano ha sido utilizado en cultivos de orquidea para estimular el crecimiento y
mejorar la resistencia contra hongos y virus (Nahar et al., 2011). También, se ha utilizado en el
cultivo de tejidos (Figura 5), el cual induce brotes y cuerpos protocérmicos o PLB (Nahar et al.,
2011). La inclusion de quitosano a 0.1 mg L™ en los medios de cultivo produjo un mayor
porcentaje de formacion de PLB en comparacion con el control, mientras que la adicién de

quitosano a 1 mg L* genero la induccién de brotes (Nahar et al., 2011).

17



Shoot

Gk Shoot

Figura 5. Produccion de cuerpos protocérmicos y brotes con quitosano en plantulas de
Cymbidium dayanum in vitro. Fuente: Nahar et al., (2011).

11.6.1. Acido Hialuroénico.

El AH (Figura 6), es un polimero natural biocompatible, no toxico para el ser humano y
seguro para el medio ambiente (Kaewjampa et al., 2012). Es un copolimero lineal cuya
estructura estd compuesta por unidades lineales de disacéaridos polianidnicos que consisten en
acido D-glucurénico y N-acetil-D-glucosamina unidas alternativamente por enlaces
glucosidicos beta 1-3 y beta 1-4 (Rinaudo, 2006). También es muy soluble en agua (Rinaudo,
2009).

CH3
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Figura 6. Estructura quimica del acido hialurénico mostrando las unidades repetitivas de

disacéridos. Fuente: Pouyani y Prestwich (1993).

El AH esta distribuido ampliamente en todo el tejido conjuntivo, epitelial, cartilago,
humor vitreo y neural por lo que se incluye dentro del grupo de los glicosaminoglicanos (Jabun
et al., 2011). Es el unico glicosaminoglicano no sulfatado que se encuentra en la matriz
extracelular de algunos tejidos, por lo cual esta involucrado en procesos dinamicos mediados

por la interaccion con los componentes de la matriz extracelular (Jabun et al., 2011). Dichas
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funciones son la regulacion de la secrecion de proteinas, la expresion de genes y la adhesion,
migracion, proliferacion y diferenciacion celular (Kaewjampa et al., 2012). Ademas, regula el
factor de crecimiento e inhibe la hidrdélisis por accion de las proteasas (Jabun et al., 2011).
También es extremadamente hidréfilo y puede retener el agua con 90 veces su peso, por lo que
posee la capacidad de amortiguar a las células (Wu et al., 2006). Presenta funciones bioldgicas
en organismos inferiores y superiores, incluidos los humanos (Mehraj y Shimasaki, 2017).

Suprime enfermedades en plantas y tiene actividad antioxidante (Teixeira da Silva et al., 2012).

El AH es un material biocompatible y no inmunogénico (Pouyani y Prestwich, 1993),
por lo cual no induce una reaccion inflamatoria o alérgica después de la implantacion y sus
productos de degradacion no son toxicos para el cuerpo humano (Jabun et al., 2011). También
es degradado por enzimas ampliamente distribuidas en todo el cuerpo humano (Pouyani y
Prestwich, 1993). Los grupos carboxilo e hidroxilo ofrecen sitios potenciales para la
modificacion quimica, estos grupos permiten modificar el comportamiento del AH en solucion
acuosa para aumentar o disminuir su solubilidad o también hacen que el polimero pase por un
proceso de reticulado quimico para estabilizarlo y producir peliculas o nanoparticulas (Pouyani
y Prestwich, 1993; Rinaudo, 2006). EI AH se puede extraer del humor vitreo bovino, de crestas
de gallo, cordones umbilicales y también de bacterias (Streptococcus equi y Streptococcus
zooepidemicus) (Ke et al., 2011). Dentro de las fuentes mas conocidas, pero el AH puede

encontrarse en diversas fuentes, tanto de animales como plantas.

El AH también se ha utilizado como aditivo para el cultivo de tejidos vegetales, ya que
acttia como un regulador del crecimiento (Kaewjampa et al., 2012). Por ejemplo, fue comparado
el efecto del AH con respecto a la actividad bioestimulante del BA o BAP y el quitosano, todos
a concentraciones de 1.0 y 0.1 mg L y se encontr6 que el mayor nimero de PLB en hibridos
de orquideas (Cymbidium dayanum) se obtuvo en el medio que contenia AH a una concentracion
de 0.1 mg L (Tabla 3 y Figura 7) (Kaewjampa et al., 2012).

Tabla 3. Efecto del &cido hialuronico, quitosano y bencil aminopurina en la organogénesis de
PLB de cultivos de Cymbidium dayanum.

Tratamiento mgL! PLB
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NUmero (%) Peso Seco

Control 0 5.1+0.8 82.7 181.1+24.3
Acido Hialurénico 0.1 12.4+1.1 93.3 351.2+45.6
1.0 9.5+1.1 100 278.5+£29.0

Quitosano 0.1 5.8+0.3 100 261.5+27.2
1.0 5.1+0.3 100 286.1+24.9

10 3.510.6 93.3 173.1+39.1

Bencil Aminopurina 0.1 5.7+0.9 100 467.3£72.4
1.0 7.3x1.3 100 461.6+£52.8

10 8.1+1.1 100 451.1+65.8

Fuente: Kaewjampa et al., (2012).

Figura 7. Efecto de a) bencil aminopurina o bencil adenina, b) acido hialurénico y c) quitosano
en explantes de Cymbidium dayanum hibrido. Fuente: Kaewjampa et al., (2012).
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I11. ESTADO DEL ARTE DEL USO DE POLISACARIDOS EN
LA AGRICULTURA

I111.1. Polisacaridos Como Alternativa al Uso de Polimeros Sintéticos.

Los agroquimicos utilizados actualmente para aumentar la produccién y combatir
enfermedades en los cultivos, tienen altos precios y son considerados agentes contaminantes del
suelo, de los cultivos, y causantes de enfermedades en animales y humanos (Falcon-Rodriguez,
2015). EIl uso de biopolimeros derivados de la materia prima de biomasa renovable, es una
alternativa al uso de pesticidas, que ademas es sostenible y respetuosa con el medio ambiente
(Mukherjee et al., 2019).

La obtencién de productos poliméricos sintetizados por microorganismos permite
abaratar los costos de estos sistemas de liberacion, por lo tanto, los productos microbianos
tendran un impacto cada vez mayor en el problema mundial de los alimentos y la supervivencia
de la humanidad (Merino et al., 2018). Los materiales poliméricos utilizados pueden ser
polimeros naturales como el dextrano, la celulosa, el quitosano y el AH, los cuales tienen como
ventaja la presencia de grupos hidrofilicos como los grupos carboxilo, hidroxilo y aminos que
permiten la modificacién quimica de las macromoléculas; estos grupos permiten modificar el
comportamiento del polimero en solucion acuosa o también el reticulado quimico del polimero
para estabilizar los materiales (Michalak et al., 2016). La modificacion artificial de los
polisacéridos naturales puede aumentar sus actividades bioldgicas (Chen y Huang, 2018). Los
polimeros biodegradables son los mas utilizados para el disefio de sistemas de liberacion
modificada, ya que la accidn de enzimas y microorganismos puede degradarlos en diéxido de

carbono, agua y materia organica (Chagas et al., 2018).

I11.2. Aplicaciones de Polisacaridos en la Agricultura.

Los polisacaridos se han utilizado durante la precosecha de maneras muy variadas. Por
ejemplo, se han utilizado para sintetizar micro- o nanoparticulas poliméricas que pueden portar
fertilizantes como nitrégeno, fosforo y potasio para liberarlo de manera continua y prolongada

en campo, reduciendo asi los riesgos de contaminacion (Chagas et al., 2018). También se han
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utilizado para crear peliculas plasticas a base de almidén (para crear redes de exclusion y
peliculas de acolchado), ya que la mayoria de los plésticos que se utilizan en agricultura (para
el acolchado del suelo, fabricacion de recipientes, bandejas y macetas) se fabrican a partir de
polietileno, polipropileno, policloruro de vinilo y otros polimeros no biodegradables que se
obtienen de recursos no renovables (Treinyte et al., 2018). ElI empleo de biopolimeros
biodegradables permite solucionar el problema de la acumulacion de plasticos, ya que éstos se
desechan después de su uso y se acumulan contaminando aguas y suelos (Mukherjee et al.,
2019).

Por otra parte, los polisacaridos como el quitosano, la quitina y los componentes de la
pared celular vegetal han sido utilizados como elicitores en plantas (Flores et al., 2019). A estos
polisacaridos también se les pueden modificar para unirlos a flavonoides y otros compuestos
(alginato y AH), gracias a que contienen grupos carboxilicos; lo que incrementa su actividad
antioxidante y antimicrobiana (Liu et al., 2018). El quitosano ha sido utilizado en precosecha
como agente desinfectante de semillas, también se ha aplicado en raices y por medio de
aspersion foliar para el control de enfermedades de las plantas y la resistencia al estrés bidtico
y abiotico (Badawy y Rabea, 2011).
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IV. HIPOTESIS

Mediante este caso de estudio se analizara si el AH representa una alternativa como
elicitor aplicado durante el desarrollo de plantas y/o en tratamientos poscosecha. Por lo que,
partiremos de la hipdtesis de que el AH presentara efectos positivos en el desarrollo y el
crecimiento de las plantas al ser aplicadas de forma exdgena (via drench). Asi mismo, por sus
caracteristicas y propiedades antioxidantes, el AH tendra efectos positivos sobre productos
poscosecha.
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V. OBJETIVOS
V.1. Objetivo General.

Evaluar mediante un caso de estudio si el &cido hialurdnico tiene potencial uso en el area

agricola a nivel pre- y poscosecha.

V.2. Objetivos Especificos.
a) Recopilar y documentar informacion acerca de los efectos de la aplicacion de AH y su
mecanismo de accidn en las plantas.
b) Analizar los posibles efectos de la aplicaciéon del AH en la pre- y poscosecha.

c) Analizar si el AH representa una alternativa como elicitor y/o bioestimulante aplicado
durante el desarrollo de plantas

d) Determinar el posible efecto antioxidante y/o biocida del AH en tratamientos poscosecha.
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VI. JUSTIFICACION

Debido a todos los factores ambientales y problemas ecoldgicos que se encuentran en la
actualidad, se requerira cada vez mas de la aplicacion de tratamientos precosecha mas naturales
que permitan una mayor produccion de los cultivos y que, a su vez, permitan obtener una mayor
resistencia a diversas enfermedades, sin dejar de lado la obtencién de productos poscosecha con
buena calidad. Por si fuera poco, también se requerira de mantener una economia circular, donde
todos los desechos sean reutilizados e ingresados a la cadena de produccion. Es por ello que, se
propone la busqueda del potencial de generar formulaciones naturales a base de compuestos con
actividad biolégica positiva en el ser humano y en las plantas, que al mismo tiempo nos brinde
la proteccion de los productos pre- y poscosecha. Ademas, el uso del AH en productos
poscosecha no se ha llevado a cabo. Asi, se puede generar informacion cientifica relevante y de
alto impacto sobre la aplicacion de compuestos naturales (subproductos de desecho) en

productos poscosecha.
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VIl. AREAS DE OPORTUNIDAD

VI1.1. Efecto del Acido Hialurénico en Plantas.

Existen similitudes entre los OG obtenidos de fuentes vegetales y el hialuronano o0 AH
(Ferrari et al., 2013), por lo que principalmente este trabajo estd enfocado en este tipo de

compuestos.

VI1.1.1. Acido Hialurénico como Fitorregulador.

Los efectos y acciones del AH fue compilado por Nahar et al., (2011), quienes
mencionan que éste compuesto actia como regulador del crecimiento en las plantas
(fitorregulador), ya que se ha reportado que el nimero de brotes se modifica cundo éste es
aplicado en las plantas. EI AH aumenta la formacion de PLB, brotes y raices en un periodo de
tiempo muy breve y es un mejor regulador del crecimiento de plantas comparado con el
quitosano (Nahar et al., 2011). A menores concentraciones de AH se obtiene una mayor
proliferacion, por lo que se requieren de concentraciones al menos diez veces menores al de
otros fitorreguladores para la obtencidn de brotes laterales (Kaewjampa et al., 2012; Mehraj y
Shimasaki, 2017). El incremento de la produccion de raices y brotes lleva a los cultivos a una
mejor obtencion de nutrimentos por el mayor volumen radicular y a una mayor area foliar
(Nahar et al., 2011). Estas dos mejoras podrian llevar a una mayor tasa fotosintética y un
incremento en la produccion de frutos, por lo cual, el AH puede contribuir a mitigar una parte

del desabasto de alimentos.

Kaewjampa et al., (2012) y Kamal et al., (2014) indicaron que aplicando AH obtuvieron
una mayor proliferacién de PLB en plantulas de orquideas in vitro en comparacion con otros
fitorreguladores, tales como: BAP y ANA. Esto ha sido reafirmado por Sultana et al., (2015) y
Mehraj y Shimasaki, (2017) en plantulas de Phalaenopsis in vitro. Ademas, se ha reportado que
la aplicacién del AH via drench es mas efectiva que la aplicacion por asperjado (Park et al.,
2008).

La actividad biol6gica del AH en las plantas depende de su peso molecular, al igual que
algunas oligosacarinas y/u OG (Mehraj y Shimasaki, 2017). Si relacionamos al AH con los OG,
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esto podria ayudar a explicar el por queé la aplicacion via drench es mejor que el asperjado, ya
que los OG se mueven a través del xilema en la plantas por medio de la transpiracion
(MacDougall et al., 1992). Los OG no se mueven en el floema (Ridley et al., 2001). Los OG,
una vez dentro de las plantas, se fragmentan en oligdmeros méas pequefios y se esterifican
(MacDougall et al., 1992). Ademas, los OG liberados durante la infeccidn de las raices o tallos
podrian moverse a lo largo del xilema de la planta y activar la resistencia sistémica adquirida
(RSA) (MacDougall et al., 1992).

Los OG fragmentados enzimaticamente por la accion de la celulasa a partir de
xiloglucano (XG) in vitro, actdan como reguladores del crecimiento (Cote y Hahn, 1994). Al
agregarlos exdgenamente, influyen en el crecimiento y desarrollo de los tejidos de las plantas,
como el XG9, que antagoniza el crecimiento en tallo en chicharos (Pissum sativum L.); ya que
cuanto los OG son reconocidos por los receptores WAKZ1 activan la formacion de un complejo
ASK1y CULL, cuya accion esta regulada por las enzimas RUB1 y RING BOX1 (RBX). Todas
éstas degradan la auxina con ayuda del proteosoma. Asi, las respuestas fisioldgicas a las auxinas
pueden ser antagonizadas por los OG. Posteriormente, los fragmentos liberados llamados
factores de respuesta a auxina (FRA), inician la transcripcidn de genes que responden a la auxina
(AuxRE) estableciendo un ciclo de retroalimentacidn negativa (Ferrari et al., 2013). Por ello se
establece que los OG tienen un efecto antiauxinico, aunque posteriormente se comprob6 que la
actividad antiauxinica del XG9 es absolutamente dependiente del residuo de glucosa terminal y
que los OG similares al XG9, pero carentes de dicho residuo, no poseian actividad antiauxinica
(Cote y Hahn, 1994).

La auxina, al aumentar la tasa de fotosintesis neta, puede aumentar el crecimiento de las
plantas (Rostami y Rostami, 2019). En particular, el acido indol-3-acético (IAA) es crucial para
el crecimiento y el desarrollo de las plantas, ya que estimulan la elongacién y el alargamiento
celular (Ferrari et al., 2013). Es por esto que los OG pueden inhibir el alargamiento del tallo del
chicharo (Braca et al., 1988). Una propuesta con base en lo anterior de cémo puede actuar el

AH como fitorregulador, ya que contiene analogos de los OG se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Propuesta del mecanismo de accion del &cido hialurénico como fitorregulador.
Modelo propio.

VI1.1.2. Acido Hialurénico como Bioestimulante.

También existen mezclas de OG que contienen elementos auxinicos y citoquininicos,
como el denominado comercialmente Pectimorf (Hidrobo-Luna et al., 2002). Este compuesto
es una mezcla de OG con grado de polimerizacion (GP) entre 9 y 16, que estimula el crecimiento
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y diferenciacion en diferentes cultivos a concentraciones de 6 hasta 12 mg L, provocando un
incremento significativo sobre el desarrollo vegetativo de las plantas y en la actividad
fotosintética; evidenciandose el efecto auxinico de los OG. Sin embargo, en concentraciones

menores y mayores a éstas, el producto tuvo un efecto citoquininico (Lara-Acosta et al., 2018).

Nahar et al., (2011) también demostraron que el AH presenta una actividad como
bioestimulante mejor que otros compuestos; en este caso lo compar6 con el quitosano y con N-
acetil-D glucosamina (Tabla 4). La formacion de PLB y brotes se observé con 1 mg L de AH,
mientras que con los otros compuestos los rendimientos fueron inferiores. También comparo el
peso fresco de cada PLB formado y los mayores resultados se encontraron con el tratamiento de
AH.

Tabla 4. Efecto de acido hialuronico, quitosano y N-acetil-D glucosamina en la organogénesis
de Cymbidium dayanum.

Concentracion Acido Hialurénico Quitosano N-acetil-D-glucosamina
(mg L™ # explantes Peso (%) # explantes Peso (%) #explantes Peso (%)
Fresco Fresco Fresco
(mg) (mg) (mg)
Control 20104 1735 80 1.6+0.7 58.0 57 0904 62.4 47
0.001 1.7+0.6 129.5 60 - - - 1.9+0.6 122.8 67
0.01 2.1+03 135.6 93 - - - 1.4+0.6 108.8 53
0.1 23104 96.5 93 27105 83.8 93 2705 168.7 87
1 25+0.3 171.2 100 2.1+0.6 126.2 71 22+05 154.4 80
10 19+04 186.0 80 17104 60.57 64 19+04 103.3 80

Fuente: Nahar et al., (2011).

En la figura 9 se observa que el AH promovi¢ la formacion de PLB a una concentracién
de 1 mg L, y favorecio la formacion de raices a 0.001 mg L™ (Nahar et al., 2011).
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Figura 9. Efecto del acido hialurénico en la organogénesis de Cymbidium dayanum. Fuente:
Nahar et al., (2011).

Por lo tanto, el AH, al contener analogos de los OG en su estructura, podria ayudar a
producir mayor volumen radicular, con todos los beneficios relacionados con ello, tales como:
una mejor obtencion de nutrimentos y el consecuente incremento en la fotosintesis (Ferrari et
al., 2013). Al aumentar la tasa de fotosintesis neta, puede aumentar el crecimiento de las plantas
(Rostami y Rostami, 2019). Tal hecho ya fue afirmado por Nahar et al., (2011), quienes
mencionan que el AH estimula la produccidn de raices, por lo que los cultivos logran una mayor
obtencidn de nutrimentos y esto les proporciona una mayor area foliar. Una mayor area foliar
incrementa la fotosintesis, lo que provoca una mayor ganancia de esqueletos carbonados que
pueden ser utilizados para la sintesis de nuevos compuestos, como las proteinas (Lara-Acosta et
al., 2018). Estas dos mejoras en conjunto podrian llevar a un incremento en la produccion de
frutos (Figura 10).
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Figura 10. Propuesta del mecanismo de accion del acido hialurénico como bioestimulante.
Modelo propio.
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VI11.1.3. Efecto sobre el Mecanismo de Respuesta/Defensa de la Planta (Elicitor) del Acido

Hialuroénico.

El documento de Park et al., (2008) es el primer reporte que incluye el uso del AH como
elicitor en plantas en campo y su efecto contra el ataque de diferentes organismos patogénicos,
incluyendo virus. Después, Nahar et al., (2011) afirmaron que el AH es un elicitor bi6tico y de
los mas efectivos para mejorar la produccion de metabolitos secundarios en el cultivo de tejidos
de plantas e inducir resistencia sistémica en pepinos, tomates y pimientos. La actividad elicitora
de este compuesto quimico (AH) ha sido comprobada contra el ataque del virus del mosaico
(CMV), enfermedades del tomate por Pseudomonas syringae pv. y Xanthomonas axonopodis
pv., mancha angular por Pseudomonas syringae pv. lachrymans y antracnosis por

Colletotrichum orbiculare en pimiento (Nahar et al., 2011).

Los resultados reportados por Park et al., (2008) indican que el AH no muestra accion
antimicrobiana directa contra los patdgenos por si mismo, sino que tiene una accion sobre el
incremento de las defensas de la planta, al comprobar que el AH incrementa la transcripcion de
genes de defensa: PR-1a y PDF1.2. Estos mismos genes se activan cuando se aplican otros
elicitores en las plantas (como el AS y el AJ), durante la activacion de los mecanismos de

defensa.

Como se ha mencionado anteriormente, el AH presenta acciones similares a otros
elicitores. Las endopoligalacturonasas y las liasas endopectadas secretadas por patdgenos
degradan los OG de la pared celular. Los OG liberados son una fuente de carbono para los
patdgenos, pero las plantas pueden detectarlos como sefiales para iniciar las respuestas de
defensa (Ridley et al., 2001). Son las cinasas o0 quinasas asociadas a la pared celular (WAK1)
las que reconocen a las oligosacarinas y/o OG, y transmiten la sefial al citoplasma (Brutus et al.,
2010). Entonces, ocurre la estimulacion de la producciéon de fitoalexinas y ERO (el fenédmeno
denominado Burst 0 “estallido” oxidativo) (Enriquez-Guevara et al., 2010). Las ERO impulsan
el entrecruzamiento oxidativo mediado por la peroxidasa. Esta peroxidasa cataliza la
reticulacion de ligninas, proteinas y carbohidratos (Ridley et al., 2001). Todo se realiza para
reforzar la zona dafiada mediante el deposito de macromoléculas como proteinas y

glucoproteinas ricas en prolina, polisacaridos como la calosa y polimeros aromaticos del tipo
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lignina. Finalmente, ocurre la produccién de una gran gama de péptidos y proteinas defensivas,
la mayor parte de ellas conocidas como proteinas relacionadas con la patogénesis (PR)
(Enriquez-Guevara et al., 2010).

Las ERO también actan como segundos mensajeros que provocan otras respuestas de
defensa, incluida la RSA. La RSA es la induccion de mecanismos de defensa en lugares remotos
del sitio original de la herida o infeccion que sirven para preparar a la planta contra nuevos
ataques de patogenos (Ridley et al., 2001). Uno de estos ejemplos es la activacion de la
expresion de genes de defensa mediada por las MAP cinasas (MAPK). La invasion de patdgenos
(herbivoros, hongos o bacterias) o el dafio mecanico también causan un aumento de los niveles
de JA, SA 'y ET, mediados por las cascadas MAPK, lo que desencadena respuestas de defensa
independientemente de los OG (Ferrari et al., 2013). Con base en lo anterior, se muestra en la

siguiente figura una propuesta modelo de la accion del AH como elicitor (Figura 11).
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Imégenes modificadas de: Ferrari et al., (2013). Modelo propio.
34



Los estudios de Michelet et al., (2012) indican que uno de los mecanismos de accion del
AlJ en plantas es promoviendo la produccion de AH, ya que uno de los derivados del AJ, el &cido
tetrahidro-jasmoénico (LR2412), aumenta la expresion de las enzimas hialuronasa sintasa 2
(HAS2) y 3 (HAS3), lo que aumenta la sintesis de AH (Michelet et al., 2012).

El polisacarido homogalacturonano (HGA) es un polimero polianiénico lineal que
mantiene la integridad de la pared y la cohesion célula-célula. Los fragmentos de HGA, los OG,
inducen la expresion de genes y proteinas de defensa cuando se rompe la célula, protegiendo a
las plantas contra enfermedades fungicas (Ridley et al., 2001). Ademas de inducir respuestas de
defensa, los OG también afectan varios aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas. Al
igual que los fragmentos del AH, los OG se consideran patrones moleculares asociados con el
hospedador o el dafio (HAMP o DAMP) y su actividad bioldgica esta relacionada con su tamafio
molecular porque los OG con un grado de polimerizacion (GP) entre 10 y 15 son los més activos
(Brutus et al., 2010). Los OG consisten en una cadena lineal de moléculas de acido D-
galacturénico unida por enlaces o 1-4 (Menderos y Hormaza, 2008). Los receptores que
detectan a los OG, son algunos miembros de la familia de la proteina quinasa asociada a la pared
(WAK) (Ferrari et al., 2013). En Arabidopsis thaliana, esta proteina incluye cinco genes
estrechamente agrupados (WAK1-WAKS5). WAK1 se expresa en hojas juveniles y adultas,
tallos y flores, pero no en raices y es activado por el AS y su &cido anélogo al &cido 2,2-dicloro
isonicétinico (INA), heridas e infecciones bacterianas.

El acido glucuronico y el acido D-galacturdnico son estructuras estrechamente
relacionadas: el &cido poli-o (1,4) D-galacturdnico es la imagen de espejo del &cido poli-o (1,4)
-glucuronico, excepto en las posiciones 3-hidroxilo, que son epiméricas (Farmer et al., 1991).
El &cido D-galacturénico y poli-a (1,4) -glucurénico forman complejos intermoleculares de
"caja de huevo" que se unen al calcio (Ca?*) muy fuertemente como iones puente. Estas
confirmaciones resultan del retorcimiento de las cadenas debido a los enlaces a(1,4). La
formacion de complejos intermoleculares con Ca?* puede ser necesaria para sus actividades
bioldgicas (Farmer et al., 1991). Estas similitudes estructurales entre los componentes del AH
y los OG puede hacernos suponer que el AH, una vez absorbido por la planta después de su

aplicacion, es descompuesto en sus monodmeros por alguna enzima de la plantay, los fragmentos
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OG obtenidos de esta degradacion, son los responsables de desencadenar una serie de
sefializaciones tipicas de los OG (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismo contra patdgenos del acido hialurénico. Imagenes modificadas de:

Ferrari et al., (2013). Modelo propio.

VI1I1.1.4. Efecto Antioxidante del Acido Hialurdnico en Plantas.

Un antioxidante es una sustancia presente en baja concentracién que inhibe la oxidacion
de biomoléculas celulares como proteinas, lipidos, ADN y carbohidratos. Estos incluyen a la
superdéxido dismutasa (SOD), la catalasa (Cat) y a la ascorbato peroxidasa (APX) dentro del

mecanismo enzimatico antioxidante (Ahmad, 2015). La SOD convierte los radicales superéxido
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(O27) en peroxido de hidrégeno (H20:) y éste se descompone en agua y oxigeno mediante la
accion de la Cat; lo que evita la formacion del radical hidroxilo (OH:) (Cui et al., 2010). Las
plantas también pueden sintetizar estas enzimas antioxidantes para proteger a las células contra
los diversos dafios inducidos por las ERO que se producen en exceso durante condiciones de

estrés oxidativo (Ma et al., 2016).

Las ERO tienen un papel en la sefializacion celular, tanto en animales como en plantas,
ya que inducen la muerte celular programada o necrosis, inducen o suprimen la expresion de
diferentes genes y activan las cascadas de sefializacion celular; cuando las ERO sobrepasan los
niveles fisioldgicos pueden tener efectos perjudiciales (Slotes et al., 2006). En los ultimos afos,
se ha descubierto que el AH, ademas de su participacion en la activacion y modulacion de la
respuesta inflamatoria, tiene propiedades antioxidantes tanto in vitro como in vivo (Slotes et al.,
2006). También, se ha informado que el AH digerido enziméaticamente revelé una mejor
capacidad como eliminador de radicales que el AH intacto, en especial contra el OH" (Ke et al.,
2011). En la piel, el 6rgano mas grande del cuerpo humano, el AH desempefia un papel de
eliminador de radicales libres generados por la radiacion UV (Mukherjee et al., 2011). La UV
es absorbida por la piel y genera ERO, provocando estrés oxidativo en las células, dafio en las
paredes celulares, y en las membranas lipidicas, las mitocondrias y el ADN, desencadenando la

degeneracion y la muerte celular (Slotes et al., 2006; Ke et al., 2011).

La actividad antioxidante del AH podria deberse, al igual que en otros polisacaridos, a
que éstos pueden incrementar la expresion del ARNm de las enzimas antioxidantes, tal como lo
propone Pang et al., (2000). Estos autores administraron un polisacarido (polisacarido-K o
Krestin, PSK) via peritoneal en ratones, el cual no s6lo aumentd la actividad enzimaética, sino
que también increment6 el ARNm de la enzima SOD (Pang et al., 2000). También, Ke et al.,
(2011) aplicaron AH de bajo peso molecular en una lesion hepatica inducida por tetracloruro de
carbono, y esto redujo la peroxidacion lipidica, aumentd la concentracion de SOD vy las
actividades del glutation (GSH) en el higado. Por lo tanto, el efecto inhibitorio del AH de bajo
peso molecular en la peroxidacién lipidica podria atribuirse, al menos parcialmente, a su
influencia sobre las enzimas antioxidantes al incrementar la expresion del ARNm de la enzima

antioxidante (Pang et al., 2000) (Figura 13).
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Ademas, el AH también se le atribuye una actividad como secuestrador de ERO
(Krasinski et al., 2009). A pH fisioldgico se comporta como un polianion al ionizarse el grupo
carboxilo del &cido glucurénico (Laurent y Fraser, 1992). Las cargas negativas son muy
importantes para la actividad antioxidante, los grupos hidroxilo confieren estabilidad a las
formas radicales y participan en la dislocacion de electrones (Martinez-Ferrer et al., 2002). Por
lo que es importante que la molécula sea un buen donador de protones y electrones para tener

buena actividad antioxidante (Martinez-Ferrer et al., 2002).

Sato et al., (1988) determinaron que la actividad antioxidante del AH también se debe
al &cido D-glucurdnico, el cual puede disminuir a las ERO, pero también descubrieron que el
AH se degrada en presencia de ERO. Slotes et al., (2006) estudiaron la degradacion de AH con
ERO descubriendo que de esta degradacion resultan pequefios fragmentos oligomeéricos como
el &cido glucurdnico y también productos de la oxidacion de este acido. Por lo tanto, se puede
deducir que cuando el AH se degrada por contacto con ERO y produce fragmentos de acido

glucurdnico, es este producto el encargado de combatir a las ERO.

38



VI11.2. Efecto del Acido Hialurénico en Poscosecha.
VI1.2.1. Acido Hialurénico como Biocida.

Diversos estudios han afirmado que el AH no tiene accion biocida directa contra
patdgenos, tales como: bacterias (Park et al., 2008: Lee et al., 2010) ni virus (Cermelli et al.,
2011). Pero, el AH ha demostrado tener efectos bacteriostaticos (Pirnazar et al., 1999; Al-
Bayaty et al., 2011; Romano et al., 2017) y fungistaticos (Kang et al., 2011). En un estudio que
realizaron Park et al., (2008) en tabaco transgénico, se obtuvieron los mejores resultados para
el control de enfermedades con la aplicacion de AH via drench. Por lo tanto, los autores
sostienen que la accion antibacteriana del AH en las plantas es sistémica y no directa (Park et
al., 2008). Tambien los genes de defensa PR1a y PDF1.2 se activaron tras el tratamiento con
AH, lo que demuestra que las vias de AS y AJ se activan gracias a la induccion de RSA con AH
en las plantas completas (Park et al., 2008). Por lo anterior, no se puede garantizar un efecto

biocida del AH aplicado en productos hortofruticolas en tratamientos poscosecha.

VI1.2.2. Acido Hialurénico como Antioxidante.

Los OG también estan involucrados en el proceso de maduracion de los frutos. La
respiracion de los frutos genera radicales libres (Dorado-Lambert y Revilla-Montero, 2000).
Ademas, la disminucion de las ERO retrasa la senescencia de los frutos (Wilson-Garcia et al.,
2008: Eum et al., 2009) (Figura 14). Por lo que se sugiere que al utilizar AH como recubrimiento
se podria reducir la respiracion del fruto, neutralizar a las ERO y proteger al fruto contra el estrés
oxidativo. Estas dos propiedades podrian disminuir las quemaduras en la corteza del fruto
producidas por la exposicion a rayos solares en precosecha, ya que se ha comentado
anteriormente que el AH puede actuar como un antioxidante. Por lo tanto, la aplicacién del AH
como recubrimiento ayudara a alargar la vida poscosecha o en anaquel de los frutos, reduciendo

asi en gran medida las perdidas poscosecha.
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VI1.3. Posibles Resultados de la Aplicacion del Acido Hialurénico.

El AH es una molécula de alto peso molecular que, una vez dentro de la planta, puede
inducir resistencia a plagas y utilizarse como un tratamiento preventivo (Ferrari et al., 2013). El
AH aplicado via drench puede disminuir el impacto del estrés oxidativo en plantas, aumentar la
capacidad de las plantas para defenderse de las enfermedades y, a su vez, impulsar el
crecimiento y desarrollo de los cultivos (Sato et al., 1988: Ridley et al., 2001: Ferrari et al.,
2013).

El AH podria ser una alternativa viable y méas economica, ya que las cantidades
requeridas para obtener buenos resultados llegan a ser hasta diez veces menores al de los
fitorreguladores convencionales, también sus diferentes aplicaciones: elicitor, antioxidante y
bioestimulante permiten manejar mas de un problema del cultivo con el mismo producto, lo cual
se traduce en un ahorro econdémico para los productores y la posibilidad de obtener productos a

precios menores (Figura 15).

El estrés oxidativo en las plantas puede interferir con las reacciones bioquimicas y
reducir la fotosintesis e intercambio gaseoso por la alta produccion de ERO (Adrees et al., 2015).
Por lo tanto, reducir a las ERO con AH permitiria aumentar la tasa fotosintética e incrementar
la concentracion de carbohidratos y, probablemente, mejorar la concentracién de azucares,
mejorando el sabor y la calidad de los frutos. Ademas, el crecimiento de la planta y de las raices
impulsado por la administracién de AH, dotara a la planta de una mayor area foliar. Esto ultimo
permitira a la planta aumentar la fotosintesis y asi, una mayor produccién de frutos. Por si fuera
poco, el AH podria generar una reduccion de la actividad microbiana y de los efectos patégenos
generados por los microorganismos, gracias al incremento de la reaccion de defensa de la planta
(Figura 15). EI AH es extremadamente hidréfilo y puede retener el agua con 90 veces su peso
(Wuetal., 2006). Por lo tanto, su aplicacion en frutos frescos puede ayudar a éstos a permanecer
hidratados méas tiempo manteniendo la turgencia (Avena-Bustillos et al., 1997).
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VIIl. CONCLUSIONES

Con base en la literatura consultada se considera que el &cido hialuronico puede
presentar efectos positivos en el desarrollo y el crecimiento de las plantas, prevenir y combatir
enfermedades, y proteger a los cultivos del estrés bidtico y abidtico. Ademas de que se trata de
un material biodegradable que no resulta dafiino para el consumidor ni para el medio ambiente

y cuyas propiedades antioxidantes pueden ser aprovechadas a nivel pre- y poscosecha.
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