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Finalidad y contenido minimo de los informes
de conformidad con el Decreto Ejecutivo 31514-MINAE
y sus reformas

1 Informacion general:

a. Titulo del proyecto: Formulacion de un prototipo de uso tdpico a
partir de extractos de fresa (Fragaria x ananassa, variedad Festival)
ricos en antocianinas

b. Tipo de permiso de acceso a los elementos o recursos genéticos y
bioguimicos: proyecto de Bioprospeccion.

1. c. Nombre del interesado:
Investigador coordinador:
Dra. Laura Andrea Calvo Castro 2020-2021 (Biologia)
Dra. Karla Salas Arias 2022-2023 (Biologia)

Investigadores colaboradores:
Dra. Ana Abdelnour Esquivel (Biologia- pensionada)
Dr. Fabian Villalta Romero (Biologia)

Lic. Johan Morales Sanchez (Biologia)
Dr. Andrés Sanchez Kopper (Quimica)

d. Ndmero de expediente: CM-ITCR-001-2022

e. Numero de Resolucion administrativa del permiso de acceso: R-CM-
ITCR-001-2022-OT-CONAGEBIO

f. Fecha de elaboracién del informe: diciembre 2024

2 Informacion sobre las muestras accesadas

a. Lista de las muestras accesadas, la cual debe incluir: clase, orden,
familia, género y especie (si no se conoce la taxonomia a nivel de especie,
describa el material a nivel taxondmico méas cercano), codigo de la
muestra, la cantidad de material, el nombre del sitio y fecha de colecta.
Debe incluir las coordenadas geograficas correspondientes en grados
decimales (WGS84). Esta informacidn debera ser entregada en formato
digital, como un archivo anexo a este documento, el cual debe ser una hoja
electronica, cuyo formato puede descargar de la seccién de plantillas de la
plataforma virtual. Anexo 1
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b. Los numeros de accesion de las secuencias de nucle6tidos o
aminoacidos publicadas en bases de datos de libre acceso, en caso de que
se produzcan: No aplica para el proyecto.

c. Indicar si las muestras fueron destruidas durante el proceso de analisis
0 si existen materiales guardados de dichas muestras. En caso de que las
muestras no sean destruidas en el proceso, debe incluir la ubicacion de las
mismas (nombre de eestablecimientos, empresas, laboratorios, centros e
institutos de investigacion y universidades y direccion exacta) con la
informacion del contacto responsable (nombre completo, nimero de
teléfono y correo electronico): Las muestras fueron procesadas durante
la investigacion.

3 Resultados por objetivo. Por cada uno de los objetivos especificados dentro
del formulario de Guia Técnica del Proyecto presentado ante la Oficina Técnica
para la solicitud del permiso, debera de indicarse los resultados alcanzados.

Obijetivo general: Desarrollar un prototipo natural de uso topico con potencial aplicacion
biomédica basado en extractos ricos en antocianinas extraidas de fresas (Fragaria x
ananassa, variedad Festival).

Obijetivos especificos Actividades Productos
OEL1.Establecer 1.1. Tramitar y obtener permisos de la Anexo 2
condiciones de cultivo | CONAGEBIO para colectar las plantas.
y multiplicacion in 1.2. Colectar plantas de fresa (en Anexo 3
vitro de fresa almécigo) de la variedad Festival en la
maximizando la zona norte de Cartago. Anexo 4
produccion de
antocianinas. Anexo 5
Anexo 6
1.3. Determinacion del perfil fitoquimico Anexo 4
general de las hojas de fresa en términos
de polifenoles totales y presencia o Anexo 5
ausencia de alcaloides.
1.4. Desinfeccion e introduccion del Anexo 5
material experimental in vitro.
1.5. Establecimiento y multiplicacion in Anexo 5
vitro de la variedad Festival en medio
semi-solido en condiciones estandar
control y con tres tratamientos.
1.6. Evaluacion macroscopica de las Anexo 5

plantulas de fresa cultivadas en los
diferentes tratamientos in vitro: (color y
tamano de hojas, tallos y raices)
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1.7. Determinacion del perfil fitoquimico Anexo 4
general de plantulas de fresa (10
g/muestreo) bajo condiciones control y Anexo 5
bajo los tres tratamientos, a partir de
extractos hidroalcoholicos
1.8. Comparacion  estadistica  del Anexo 4
contenido de polifenoles totales de plantas
obtenidas de almacigo vs. plantas Anexo 5
cultivadas in vitro con tres tratamientos y
su control.
OE2.Caracterizar el 2.1. Optimizacion del método de Anexo 4
perfil fitoquimico de | extraccion de polifenoles totales a partir
polifenoles del de plantas de fresa (seleccionadas del Anexo 5
extracto estandarizado | OE1).
rico en polifenoles 2.2. Preparacion de extractos Anexo 4
totales y en estandarizados respecto al contenido de
antocianinas, obtenido | polifenoles totales. Anexo 5
de plantas de fresa 2.3. Andlisis de composicion proximal de Anexo 4
los extractos estandarizados
2.4. Cuantificacion del contenido de Anexo 4
catequina, quercetina, catequina,
quercetina, kaempferol y acido elagico por Anexo 5
HPLC.
2.5.  Purificacion, identificacién vy Anexo 4
cuantificacion  del  contenido  de
antocianinas en el extracto estandarizado
de plantas de fresa, mediante HPLC-MS.
OES3. Evaluar el 3.1. Determinacion de la citotoxicidad Anexo 4
potencial bioactivo (IC50) del extracto estandarizado en
(citotoxicidad en células de piel.
células de piel, 3.2. Determinacion del efecto Anexo 4
potencial regenerativo | regenerativo del extracto estandarizado en
en modelos de piel in | modelos de piel in vitro.
vitro, y capacidad 3.3. Comparaciéon de la histologia Anexo 4
fotoprotectora) del patologica y de la citotoxicidad de un
extracto de fresa modelo de piel in vitro tratado con
estandarizado. UVB/UVA en presencia y ausencia del
extracto.
3.4. Determinacion del efecto antioxidante Anexo 4

del extracto.
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OEA4. Preparar una 4.1. Elaboracion de una formulacion de Anexo 6
formulacién natural de | uso topico (crema, gel, ungiiento) a base
uso tépico a base del | del extracto estandarizado, empleando
extracto estandarizado | aceites y grasas naturales y surfactantes de
de fresarico en grado alimenticio.

antocianinas

Divulgacion Conferencias Anexo 7

4 Analisis general de los resultados

Los fitoquimicos antioxidantes representan una fuente alternativa para el desarrollo de
productos topicos con potencial bioactivo. Los frutos rojos, especialmente las bayas
(fresas, moras, frambuesas), son de especial interés debido a que contienen antocianinas
y otros pigmentos con alto potencial antioxidante y antiinflamatorio. La presente
propuesta plante6 analizar el perfil fitoquimico en hojas de plantas de fresa de la zona
norte de Cartago y compararlo con plantulas de fresa cultivadas in vitro, con el fin de
identificar las condiciones de cultivo oOptimas para elicitar mayor produccion de
fitoquimicos y aprovecharlos para formular un prototipo natural de uso topico con
potenciales aplicaciones biomédicas. Los resultados, fueron evidenciados en 4 articulos
cientificos, en los cuales los extractos de polifenoles totales de hojas de fresa exhibieron
un contenido total de polifenoles 122 veces mayor y una actividad antioxidante (ORAC)
13 veces mayor que los frutos de fresa, y mostraron evidencia de posible efecto
fotoprotector contra el dafio ultravioleta en células de melanoma humano (SK-MEL-28)
y en fibroblastos de embriones murinos (NIH/3T3), junto con prometedoras actividades
antiproliferativas contra las células de melanoma. El acido galico fue el polifenol mas
abundante encontrado en las hojas, tanto in vivo como in vitro. Los resultados mostraron
cantidades mayores y una acumulacion mas rapida de polifenoles en las plantas
regeneradas in vitro, evidenciando la relevancia de las estrategias de cultivo de tejidos in
vitro para producir compuestos como polifenoles en esta especie y cultivar. Se prepararon
dos formulaciones topicas comerciales (gel acuoso y crema aceite/agua) con tres
concentraciones de activo ingrediente (0,02, 0,1 y 1% extracto de hoja de fresa). Las
propiedades fisicoquimicas de las formulaciones se monitorearon durante 45 dias a
diferentes temperaturas. Las formulaciones a base de crema fueron las 6ptimas para el
desarrollo de un prototipo tépico con extracto de hoja de fresa con potenciales actividades
bioactivas.

5 Conclusiones

Con el desarrollo de esta investigacion se caracterizaron siete polifenoles en plantulas de
campo (Acido Galico, Acido Cafeico, Acido Clorogénico, Acido p-cumarico, Rutina,
Acido Elagico, Quercetina) y siete polifenoles en plantulas in vitro (Acido Galico,
Catequina, Acido Cafeico, Acido Clorogénico, Acido p-cumarico, Acido Elagico y
Quercetina). Con respecto a la abundancia bioactiva, la misma depende de la incidencia

4



minaese

Ministerio de Ambiente y Energia
Comision Nacional para la Gestion de la Biodiversidad
(CONAGEBIO)

de los tratamientos elicitores. La mejor condicion de extraccidon hidroalcoholica fue
obtenida con etanol al 70%. Para el efecto Biactivo, se observo una disminucion de la
viabilidad celular sobre las células SK-Mel 28 para los ensayos de Fotoproteccion y
Regeneracion al disminuir la viabilidad celular. Se desarrollaron formulaciones en crema
y gel; considerando el gel con la concentracién de 0.1% la méas adecuada debido, a una
mejor viscosidad y estabilidad con efecto apropiado para ser usado como prototipo topico.

Por lo anterior, se recomienda incentivar el desarrollo de més investigaciones basicas y
aplicadas para la busqueda de compuestos fitoquimicos de gran valor comercial por
medio de desechos agroindustriales para la industria alimenticia, médica y cosmética, con
el proposito de contribuir con el desarrollo Nacional y su aporte a la integracién de los
Obijetivos del Desarrollo Sostenible.

6 Recomendaciones para la conservacion y el manejo de las especies, si
procede: No procede.

7 Informacién sobre avances generales de algin producto y sus posibilidades
de comercializacion, si procede: Anexo 6 y a la fecha no ha procedido para
comercializacion.

8 Informacidn sobre charlas, talleres u otras actividades de capacitacion que se
realicen como parte de la distribucion no monetaria de beneficios. Dicha
informacion debe tener como minimo: Titulo y fecha de la actividad, listas de
asistencia, fotografias y contenido de la actividad de capacitacion Anexo 7.

Nombre de obra Tipo de obra | Estado (aceptado por Nombre de Evento
publicar y publicado)

Avance de tesis doctoral: Seminario - XXV Seminario Internacional

Produccion  de  extractos DOCINADE 2020

naturales de hojas de plantas Seminario - XXVI Seminario Internacional

de Fresa (Fragaria x DOCINADE 2021

ananassa, variedad Festival) Seminario - XXVII Seminario Internacional

con potencial bioactivo para DOCINADE 2022

la elaboracion de un prototipo Seminario - XXVIII Seminario Internacional

de uso topico. DOCINADE 2023

Empleo de Residuos Seminario - Seminario Area de Biotecnologia

Agroindustriales para la Vegetal, Centro de Investigacion en

obtencién de compuestos con Biotecnologia, 2021

mayor valor agregado

Caracterizacion fitoquimica Ponencia - Encuentro Bienal de Investigacion y

de compuestos bioactivos en Postgrado, Centro Américay el

extractos etandlicos de hoja Caribe - Honduras 2021

de fresa (Fragaria x ananassa

var. Festival)
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Il Seminario Internacional de
Ciencia y Tecnologia
Agroindustrial.

Seminario

Universidad del Tolima y Maestria
en Ciencia y Tecnologia
Agroindustrial 2022.

Potencial bioactivo de los
residuos del cultivo de fresa
(Fragaria x ananassa) en
Costa Rica

Autores: Karla Salas Arias,
Bridget Salas Morgan, Laura
A. Calvo Castro.

Articulo
cientifico

Publicado

Revista Colombiana de
Investigaciones Agroindustriales

Strawberry  Fragaria X
ananassa cv. Festival: A
Polyphenol-Based
Phytochemical
Characterization in Fruit

and Leaf Extracts

Autores: Karla Salas-Arias,
Andrea Irias-Mata, Andrés
Sanchez-Kopper, Ricardo
Hernandez-Moncada,

Bridget Salas-Morgan,
Fabian Villalta-Romero,
Laura A. Calvo-Castro

Articulo
cientifico

Publicado

Molecules

Polyphenols in strawberry
leaves:  experiments  in
Fragaria x ananassa cv.
Festival in vivo and in vitro

Autores: Karla Salas-Arias,
Andrea Irfas-Mata, Laura
Sanchez-Calvo, Maria
Fernanda Brenes-Zarate, Ana
Abdelnour-Esquivel, Fabian
Villalta-Romerob, Laura A.
Calvo-Castro

Articulo
cientifico

Publicado

Molecules

Incorporating strawberry leaf
extract

from waste biomass in
prototype

topical gel and cream
formulations.

Autores: Karla Salas-Arias,
Fabian Villalta-Romero,
Randall Chacén-Cerdas,
David Hidalgo-Paniagua,
Laura A. Calvo-Castro

Articulo
cientifico

Publicado

Revista Tecnologia en Marcha
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica
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9 En caso de que existan beneficios monetarios, aportar copias de los
comprobantes de depo6sito. No procede.

10 Indicar si existen actividades pendientes de desarrollar, por ejemplo, pagos,
capacitaciones o publicaciones. No hay actividades pendientes por ejecutar.

11 Bibliografia de respaldo. Anexo 3,4,5V 6.

12. Anexos.
Informes para proyectos de aprovechamiento econémico.

Ademas de lo indicado en el Articulo 31 de este Decreto Ejecutivo, el interesado debe
aportar la siguiente informacion:
1. Datos de los ingresos brutos y netos obtenidos por la comercializacién del
producto en el periodo establecido por la Oficina Técnica en la Resolucién del
permiso de acceso. No aplica para este proyecto.

2. Documentaciéon que respalde los beneficios monetarios y no monetarios
recibidos por el proveedor. No aplica para este proyecto.
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Anexo 1. Muestras Accesadas
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Anexo 2. Aval CONAGEBIO
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MINISTERIO DE AMBIENTE Y ENERGIA
COMISION NACIONAL PARA LA GESTION DE LA BIODIVERSIDAD
OFICINA TECNICA

SAN JOSE, COSTA RICA
R-CM-ITCR-001-2022-OT-CONAGEBIO

Expediente: CM-ITCR-001-2022

COMISION NACIONAL PARA LA GESTION DE LA BIODIVERSIDAD, OFICINA TECNICA.
San José, a las 08:00 horas del 31 de marzo de 2022.

Se conoce solicitud para permiso de acceso a elementos y recursos genéticos y bioquimicos
de la biodiversidad, gestionado por Instituto Tecnolégico de Costa Rica, cédula juridica
4000042145, representada legalmente por Laura Andrea Calvo Castro, cédula 111980353 en
adelante conocido como el Interesado, para el proyecto de Bioprospeccion denominado
“Formulacion de un prototipo de uso topico a partir de extractos de fresa (Fragaria x
ananassa., variedad Festival) ricos en antocianinas”, en adelante conocido como el
proyecto.

RESULTANDO

PRIMERO: Que el dia 5 de mayo del 2014, la sefiora Ana Lorena Guevara Fernandez, con
cédula de identidad 1-0538-0559 en representacion de la Comision Nacional para la Gestion
de la Biodiversidad, en adelante CONAGEBIO; y el sefior Julio Calvo Alvarado, con cédula
de identidad 1-0639-0541, en representacion del Instituto Tecnolégico de Costa Rica con
cédula juridica 4-000-42145, firmaron el Convenio Marco.

SEGUNDO: El dia 7 de setiembre del 2016, el sefior Julio Calvo Alvarado, con cédula de
identidad 1-0639-0541, en representacion del Instituto Tecnol6gico de Costa Rica con cédula
juridica 4-000-42145, present6 en la Oficina Técnica de CONAGEBIO el formulario para el
Registro de Interesados para el permiso de Acceso a los Elementos y Recursos Genéticos y
Bioquimicos de la Biodiversidad o al Conocimiento Tradicional Asociado, Caédigo de
Conducta, Declaracién Jurada y certificaciones legales de conformidad con el Convenio
Marco.

TERCERO: ITCR Que el dia 22 de abril del 2019, la sefiora Maria Pamela Castillo Barahona
con cédula de identidad nimero 1-1055-0955, en calidad de Presidenta y Representante
Legal con facultades suficientes de la Comision Nacional para la Gestion de la Biodiversidad,
en adelante CONAGEBIO y el sefior Julio Calvo Alvarado, con cédula de identidad
1-0639-541 en calidad de Rector y Representante legal con facultades suficientes del
Instituto Tecnolégico de Costa Rica con cédula juridica 4-000-042145, firmaron una Prorroga
del Convenio Marco por 5 afios.

R-CM-ITCR-001-2022-OT-CONAGEBIO. San José, a las 08:00 horas del 31 de marzo del 2022.
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CUARTO: Que el dia 07 de septiembre de 2021, Laura Andrea Calvo Castro, con cédula de
identidad 111980353, en representacion de Instituto Tecnoldégico de Costa Rica con cédula
juridica 4000042145, present6 en la Oficina Técnica de CONAGEBIO el formulario solicitud y
guia técnica para realizar el proyecto de Bioprospeccion.

QUINTO: Que el dia 03 de marzo de 2022, se recibio6 en la Oficina Técnica, el Contrato para
el otorgamiento del Consentimiento Previamente Informado (CPI) entre el Interesado y
Agrocarico Sociedad Anénima cédula juridica 3-101-367837, representada por Minor
Francisco Fernandez Monge, cédula de identidad 3-0258-0164 actuando como apoderado
generalisimo sin limites de suma, en calidad de asociacion como Proveedor, suscrito en
fecha 17 de febrero de 2022.

SEXTO: Que en cumplimiento de lo establecido en el articulo 18 Bis de la Ley para mejorar
la lucha contra el fraude fiscal, Ley No. 9416, el dia 30 de marzo de 2022 se llevo a cabo la
consulta de acceso publico en el Sistema que el Ministerio de Hacienda ha dispuesto para
tales efectos, con el fin de verificar la situacion tributaria de los sujetos obligados ante la
Direccion General de Tributacion, obteniendo como informacion que las partes (Interesado y
Proveedor) se encuentran al dia en sus obligaciones tributarias, o0 no se encuentran
registrados en dichas plataformas.

SETIMO: Que ese mismo dia se consulté acerca de la morosidad ante la Caja Costarricense
de Seguro Social, obteniendo como informacién que tanto Interesado como Proveedor se
encuentran al dia en sus obligaciones o no se encuentran registrados en dichas plataformas.

OCTAVO: Que el dia 31 de marzo del 2022, se refrendo por la Oficina Técnica de
CONAGEBIO el Contrato para el otorgamiento del Consentimiento Previamente Informado
mencionado.

CONSIDERANDO:

PRIMERO: Que el articulo 6 de la Ley de Biodiversidad N° 7788 publicada el 27 mayo de
1998, dispone que las propiedades bioquimicas y genéticas de los elementos de la
Biodiversidad silvestres y domesticados son de dominio publico. El Estado autorizara la
exploracion, investigacion, bioprospeccion, uso y aprovechamiento de los elementos de la
biodiversidad que constituyen bienes de dominio publico, asi como la utilizacion de todos los
recursos genéticos y bioguimicos, por medio de las normas generales de acceso.

SEGUNDO: Que con fundamento en los articulos 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 de la Ley de
Biodiversidad, N° 7788, se establece que para cumplir los objetivos, el Ministerio del
Ambiente y Energia, coordinara la organizacion administrativa encargada del manejo y la
conservacion de la biodiversidad, integradas por la Comision Nacional para la Gestion de la
Biodiversidad y el Sistema Nacional de Areas de Conservacion.
TERCERO: Que los articulos del 62 al 85 del Capitulo V de la Ley supracitada, declaran a la
CONAGEBIO como la organizacion responsable de regular el acceso a los elementos o
recursos genéticos y bioquimicos de la Biodiversidad y a la Proteccion del conocimiento
asociado.

2

R-CM-ITCR-001-2022-OT-CONAGEBIO. San José, a las 08:00 horas del 31 de marzo del 2022
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CUARTO: Que el Interesado cumplié con el procedimiento y los requisitos necesarios para
obtener el permiso de acceso, de conformidad con la Ley de Biodiversidad N° 7788y las
Normas Generales para el Acceso a los elementos y Recursos Genéticos y Bioquimicos de
la Biodiversidad, Decreto Ejecutivo N° 31514-MINAE y el Convenio Marco suscrito con la
CONAGEBIO.

QUINTO: Que la presente solicitud de investigacion se ha valorado de conformidad con los
criterios establecidos en los articulos 14 y 24 de las Normas Generales para el Acceso a los
Elementos y Recursos Genéticos y Bioquimicos de la Biodiversidad y se concluye que
cumple con lo establecido en dichos articulos.

POR TANTO, i
LA DIRECTORA EJECUTIVA DE LA OFICINA TECNICA

RESUELVE:

PRIMERO: Aprobar a Instituto Tecnolégico de Costa Rica, cédula juridica 4000042145,
representada legalmente por Laura Andrea Calvo Castro, cédula 111980353 la solicitud de
acceso para el proyecto de Bioprospeccion titulado “Formulacion de un prototipo de uso
topico a partir de extractos de fresa (Fragaria x ananassa., variedad Festival) ricos en
antocianinas”, de conformidad con el contrato para el otorgamiento del consentimiento
previamente informado, el formulario de Guia Técnica y los siguientes términos:

1. Material a accesar, muestras in situ:

Cantidad de | Numero de muestras por

Géneroy especies | Tipo de Muestra muestra sitio de acceso

Fresa (Fragaria x
ananassa., variedad Plantas 40 40
Festival)

2. Método de colecta cientifica y analisis de muestras que se utilizara:

El proveedor de la materia prima, se encargara de tomar las plantas indicadas por los
investigadores para una mejor manipulacion de las mismas. Seran dispuestas en cajas de
carton para su traslado al laboratorio e invernadero. Empleo especificamente de estolones.

OE1. Establecer condiciones de cultivo y multiplicacion in vitro de fresa maximizando
la produccion de antocianinas.

1.2.1 Colectar plantas de fresa (en almacigo) de la variedad Festival en la zona norte de
Cartago. Se colectaran al menos 40 plantas de fresa de la variedad Festival (en almacigo) de

3

R-CM-ITCR-001-2022-OT-CONAGEBIO. San José, a las 08:00 horas del 31 de marzo del 2022
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una plantacién agricola situada en Tierra Blanca de Cartago. De las 40 plantas, inicialmente
solo se van a usar 20 en los experimentos. Los otros 20 restantes plantas, se mantendran en
el invernadero de investigacion del CIB como materia prima para el resto de los experimentos
futuros.

1.2.2 Determinacion del perfil fitoquimico general de las hojas de fresa. Para tener una linea
base respecto al contenido de polifenoles en las hojas de las plantas de fresa obtenidas del
campo, se preparara un extracto hidroalcohélico (1:9 peso seco: etanol 70%) de hojas secas
de las plantas en invernadero (10 g, n = 3, secado en horno a 40°C), extraidas por
maceracion (3 extracciones consecutivas de 4 h c/u a 25°C, 100 rpm) y concentradas a
sequedad en un rotavapor. El extracto en polvo se resuspendera a una concentracion de 1
mg/ml m/v en etanol y se cuantificara su contenido de polifenoles totales (método de Folin
Ciocalteu), contenido de cianidina-3-glucésido (estandar de antocianinas, HPLC), y presencia
de alcaloides en cromatografia de capa fina (contratacion de servicios, CINAT).

1.3.1. Desinfeccion e introduccion del material experimental in vitro.Del material mantenido
en invernadero, se trasladara al laboratorio del Centro de Investigacion en Biotecnologia para
realizar un protocolo de desinfeccion. Para ello, se realizara un lavado con agua y jabon. Se
cortaran explantes de 3 cm de largo y se colocaran en alcohol de 70% durante 10 segundos,
después se colocaran en una solucion de cloro comercial (5,25% de hipoclorito de sodio) en
una disolucion de 20%, durante un periodo de inmersion de 20 min y finalmente se aplicaran
tres lavados con agua destilada estéril en la camara de flujo laminar. Posteriormente, se
cultivaran en un MS sencillo (Medio basal y vitaminas Murashige & Skoog (M&S) (1962),
suplementado con 30 g/l de sacarosay 3,2 g/l de Phytgel, a pH de 5,7) [26].

1.3.2. Establecimiento y multiplicacion in vitro de fresa en medio semi-solido. Se iniciara la
fase de multiplicacion del material vegetal en condicion aséptica y se establecera un “stock”
(n = 20) para la experimentacion de las fases posteriores. Se evaluara el siguiente medio
semisolido: medio basal y vitaminas Murashige & Skoog (M&S) (1962), suplementado con
4g/L de cisteina, 30 g/l de sacarosa y 3,2 g/l de Phytgel, a pH de 5,7. Las condiciones de
cultivo seran luz difusa a una temperatura de 25 + 2 °C, y un fotoperiodo de 16 horas luzy 8
horas oscuridad. El tiempo de subcultivo sera de 30 dias, y la multiplicacion se realizara
subcultivando los brotes y las microestacas [26]. Las plantulas (n = 20/tratamiento) seran
también sometidas a tres tratamientos que podrian potenciar la producciéon de antocianinas
(las cuales se producen como una respuesta a condiciones de estrés): baja temperatura (8 h
a 12°C), luz UV (4 h bajo una lampara UVA/UVB), y un elicitor de estrés biologico (inéculo de
hongos fitopatdgenos inactivados por calor).

1.3.3. Evaluacion macroscopica de las plantulas de fresa cultivadas en los diferentes
tratamientos in vitro: (color y tamafio de hojas, tallos y raices). Se evaluara el efecto de los
tratamientos (temperatura, luz UV y estrés biético) en el desarrollo de las plantulas (color y
tamafio del tallo, hojas y raices) respecto al control en condiciones de cultivo estandar. Los
resultados seran analizados por medio de un Anova de modelo lineal general con analisis de
covarianzas entre los factores analizados.

1.4.1. Determinacion del perfil fitoquimico general de plantulas de fresa bajo condiciones
control y bajo los tres tratamientos.Utilizando el mismo método de extraccion indicado en
1.2.2., se evaluara in vitro el efecto de tres tratamientos en la concentraciéon de polifenoles
totales (Folin Ciocalteu) y contenido de antocianinas (cyanidina-3-glucosido, HPLC) en las
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plantulas. Para ello, se compararan estas variables en plantulas (n = 20/tratamiento)
mantenidas en condiciones estandar control y en plantulas con cada uno de tres
tratamientos: baja temperatura (8 h a 12°C), luz UV (4 h bajo una lampara UVA/UVB), y un
elicitor de estrés bioldgico (indculo de hongos fitopatogenos inactivados por calor). También
se evaluara la presencia de alcaloides en cromatografia de capa fina (contratacion de
servicios, CINAT). Los alcaloides son indeseables para este experimento, y su presencia en
altas concentraciones implicaria modificaciones al protocolo de extraccion para eliminarlos
del extracto.

14.2. Comparacion estadistica del contenido de polifenoles totales y contenido de
antocianinas de plantas obtenidas de almacigo vs. plantas cultivadas in vitro con tres
tratamientos y su control. Los resultados de los experimentos anteriores seran analizados
para evaluar supuestos y continuar con analisis parameétricos o no paramétricos que permitan
calcular si existe diferencia significativa entre tratamientos con un valor de significancia de p
< 0.05. Idealmente, se realizaran Anova de una via o de dos vias con analisis post-hoc de
Bonferroni y analisis de correlacion de Pearson. Se utilizara el software Graph Pad Prism.

OE2. Caracterizar el perfil fitoquimico de polifenoles del extracto estandarizado rico en
polifenoles totales y en antocianinas, obtenido de plantas de fresa.

2.1.1. Optimizacion del método de extraccion de polifenoles totales y de antocianinas a partir
de plantas de fresa (seleccionadas del OE1).Se compararan los rendimientos (mg polifenoles
totales/g peso seco) respecto a: método de secado del material vegetal y del extracto (se
comparara entre liofilizacion y desecador a 40°C), proporcion hidroalcoholica del solvente
(comparacion entre diferentes proporciones de etanol, 50%, 70%, 100%), técnica de
extraccion (maceracion vs. infusion), extraccion a temperatura ambiente vs extraccion a
40°C, y extraccion durante 4, 8 y 24 h. Se realizaran 3 repeticiones de cada variacion en el
método y se seleccionara el método que permita obtener estadisticamente un mayor
rendimiento y mayor repetibilidad en términos de extraccion de polifenoles totales (método de
Folin Ciocalteu). Se utilizara un control interno de acido galico.

2.1.2. Preparacion de extractos estandarizados respecto al contenido de polifenoles totales
(método de Folin Ciocalteu) y el contenido de cianidina-3-glucésido (HPLC). Se utilizara el
método estandarizado y los parametros de rendimiento obtenidos en 2.1.1. para preparar tres
lotes de extracto de fresa de al menos 50 mg cada uno, con su contenido de polifenoles
totales (método de Folin Ciocalteu) y el contenido de cianidina-3-glucosido (HPLC)
determinado.

2.1.3. Analisis de composicion proximal de los extractos estandarizados (n = 3). Se enviaran
muestras de cada uno de los 3 lotes de extracto estandarizado (preparado en 2.1.2.) al
CEQUIATEC para realizar su analisis de composicion proximal: humedad, grasa, cenizas,
fibra, carbohidratos solubles y proteina.

2.2 1. Cuantificacion del contenido de catequina, quercetina, kaempferol y acido elagico en el
extracto estandarizado de plantas de fresa (n = 3) por HPLC-UV y HPLC-DAD .Se contrataran
los servicios del Cenibiot o del Ciprona para analizar muestras de cada uno de los 3 lotes de
extracto estandarizado (preparado en 2.1.2)) y determinar su contenido de algunos
polifenoles, seleccionados por su potencial antioxidante: catequina, quercetina, kaempferol y
acido elagico.
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2.2 2. Purificacion, identificacion y cuantificacion del contenido de antocianinas en el extracto
estandarizado de plantas de fresa, mediante HPLC-MS.La purificacion de las antocianinas
sera realizada mediante extraccion de fase solida utilizando cartuchos C18 Sep-Pak Cartidge
de Waters con 360 mg de adsorbente, realizando lavados con agua acidificada con 0,10%
HCI y acetato de etilo para la eliminacion de azucares y polifenoles, la elucion se realizara
con metanol/0,01% HCI. El eluente que contiene las antocianinas sera evaporado en un
sistema RVC 2-18 CDplus (de la Escuela de Quimica) y el residuo sera almacenado a -70°C
hasta su posterior uso [30]Las antocianinas seran identificadas mediante el uso de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion utilizando el
equipo disponible en la Escuela de Quimica (Xevo G2-XS QTof Quadrupole Time of Flight
Mass Spectrometer, Waters Corporation, Wilmslow, UK). Utilizando una columna C18 y un
gradiente de metanol/H20 con 0,1% acido férmico, se realizara la separacion cromatografica,
mientras que el instrumento se configurara para realizar mediciones en modo positivo
utilizando el método de medicion de MSe obteniéndose masas exactas y fragmentacion de
los compuestos presentes. Las mediciones se analizaran utilizando el software Progenesis
Ql para hacer la elucidacion de las estructuras y la confirmacion de los compuestos
presentes en los exiractos, se generaran bases de datos con las posibles estructuras de las
antocianinas de interés y se utilizaran bases de datos disponibles para realizar la adecuada
identificacion [31].Las antocianinas identificadas seran cuantificadas utilizando LC-HRMS,
utilizando el mismo método cromatografico que para la identificacion y en modo de medicion
MS-full scan, optimizando la intensidad de la sefial y mediante calibracion externa con
disoluciones de los estandares de las antocianinas de interés. Esto se realizara mediante
una pasantia de la investigadora Karla Salas, becada del doctorado DOCINADE, en el
CINVESTAV, México, con el Dr. Jorge Molina.

OE3. Evaluar el potencial bioactivo (citotoxicidad en células de piel, potencial
regenerativo en modelos de piel in vitro, y capacidad fotoprotectora) del extracto de
fresa estandarizado.

3.1. Determinacién de la citotoxicidad (IC50, mg/ml extracto, método de MTT) del extracto
estandarizado en células de piel (fibroblastos 3T3, queratinocitos HaCaT y células de
melanoma).Se cuantificara la viabilidad celular en células de piel de tres lineas celulares
tratadas con 5 concentraciones crecientes del extracto estandarizado de fresa en términos de
su concentracion de cyanidina-3-glucosido disuelto en medio de cultivo celular, siguiendo los
protocolos estandar ya establecidos en el CIB para analisis de MTT. Se realizaran 3
repeticiones con 5 réplicas de cada concentracion con cada linea celular; a partir de los datos
se prepararan graficos de dispersion (concentracion vs viabilidad celular), y a partir de la
ecuacion lineal se calculara la concentracion inhibitoria media (IC50). Se aceptaran
solamente graficos con un r cuadrado superior a 0.97. Se comparara la IC50 obtenida entre
lineas celulares para determinar la linea celular que muestre mayor sensibilidad al extracto.

3.2. Determinacion del efecto regenerativo del extracto estandarizado en modelos de piel in
vitro.Se evaluara la tasa de migracion celular en mm/dia en cultivos de células 3T3 y HaCaT
en monocapa en ensayos de scratch wound healing segun el método ya establecido en el
CIB yutilizando una dosis no citotéxica del extracto segun los resultados de citotoxicidad
obtenidos de la actividad 3.1. y se comparara con controles no tratados. También se evaluara
la queratinizacion de epitelios de HaCaT cultivados sobre una dermis de colageno (segun
protocolo ya establecido en el CIB) tratados con una concentracion no citotoxica del extracto,
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y se comparara con controles no tratados mediante histologia patolégica (contratacion de
servicios para laminas histologicas tefidas con hematoxilina-eosina). Se realizaran 3
repeticiones de cada experimento y de sus respectivos controles. Las diferencias se
evaluaran estadisticamente (datos numéricos) en un analisis de punto final y representacion
fotografica.

3.3. Comparacion del efecto fotoprotector del extracto estandarizado en un modelo de piel in
vitro.Se tratara un modelo de piel in vitro tratado por 30 min con UVB/UVA (protocolo
establecido en el CIB) en presencia y ausencia del extracto (dosis no citotoxica) y se
evaluara mediante histologia patolégica (contratacion de servicios para laminas histolégicas
tefiidas con hematoxilina-eosina). También se evaluara la citotoxicidad (IC50, método MTT)
de queratinocitos tratados por 30 min con UVB/UVA en presencia y ausencia del extracto
(dosis no citotoxica). Se realizaran 3 repeticiones de cada experimento y de sus respectivos
controles. Las diferencias se evaluaran estadisticamente (datos numéricos) en un analisis de
punto final.

3.4. Determinacion del efecto antioxidante del extracto mediante la prueba de DPPH . Se
utilizara el protocolo ya establecido de rutina en el CIB.

OE4. Desarrollar una formulacion natural de uso topico a base del extracto
estandarizado de fresa rico en antocianinas.

4.1. Elaboracion de una formulacion de uso tépico. Preparacion de una crema, gel, o
ungiento a base del extracto estandarizado, empleando aceites y grasas naturales y
surfactantes de grado alimenticio. Para esto se contara con las recomendaciones de la Dra.
Fernanda Vilela (Brazil).

42. Pruebas de inocuidad microbiologica y toxicolégica Se enviaran muestras de la
formulacion para verificar el contenido de antocianinas (HPLC, Cenibiot), para evaluar la
ausencia de contaminantes microbianos (CEQIATEC), y para evaluar la inocuidad
toxicologica (contratacion de servicios).

3. El interesado no podra transferir a terceras personas, con o sin fines comerciales, los
organismos ni los materiales estipulados en el Resuelve Primero punto 1 de la presente
resolucion, ni su descendencia, sus partes, productos, subproductos, duplicados, biota
asociada, todos sus derivados, copias de acidos nucleicos, ni residuos, sin la autorizacion
previa de la Oficina Técnica de la CONAGEBIO, excepto a los destinos especificados en el
Resuelve Primero punto 7. Asi mismo, el interesado no podra utilizar ninguno de los
elementos mencionados anteriormente, para otra metodologia diferente a la estipulada en el
Resuelve Primero punto 2 de la presente resolucion, sin que se le solicite permiso a la
Oficina Técnica de la CONAGEBIO.

4_Sitios de acceso:

Este permiso es valido para el acceso a los elementos de la biodiversidad autorizados
unicamente en el inmueble inscrito en el Registro Publico de la Propiedad, mediante el
numero de folio real 3-00011645, Finca 267261 de Agrocarico Sociedad Anénima Cédula
juridica 3-101-367837. Duefio del invemadero Minor Femandez Monge, cédula 3-0258-0164,
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ubicado en Llano Grande de Cartago, 500 metros norte de la Casa del Pueblo, Costa Rica,
Cartago, Central, Llano Grande. De conformidad con la Guia Técnica se autoriza un maximo
de 6 ingresos.

5. El Interesado debera cumplir con lo estipulado en el articulo 7 de las Normas Generales de
Acceso a los Elementos y Recursos Genéticos y Bioquimicos de la Biodiversidad, respecto a
los procedimientos que se aplican cuando se produce un cambio en el tipo de permiso de
acceso asignado, informando de manera oportuna de este cambio a la Oficina Técnica de la
CONAGEBIO y cumpliendo con los requisitos especificos del respectivo permiso.

6. Los funcionarios de la Oficina Técnica o los miembros de la CONAGEBIO, podran realizar
inspecciones, toma de muestras en los lugares donde se realiza la investigacion y solicitar
cualquier tipo de informacion técnica o administrativa que requieran para la verificacion, el
seguimiento y control del permiso otorgado.

7. En el contrato para el otorgamiento del consentimiento previamente informado, se
establece como destino de las muestras: El material a trabajar sera previsto en las
instalaciones del Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnologico de Costa
Rica. En caso de que el interesado envie las muestras a establecimientos que se
contraten para realizar analisis por medio de venta de servicios, los remanentes de las
muestras deben ser destruidos, de manera que en dichos establecimientos no se
almacene ningun resto de las muestras después de finalizado el analisis correspondiente.

8. Todos los colaboradores cientificos involucrados en el proyecto, se encuentran igualmente
obligados con El Proveedor, conforme a los mismos términos establecidos en el contrato de
CPI. Asimismo, El Interesado se compromete a comunicar y a velar porque dichos
colaboradores cientificos cumplan con lo convenido en el contrato de CPI.

9. En el caso de que se obtuvieren algun tipo de beneficio cientifico en el corto, mediano o
largo plazo, de algin producto o subproducto derivado de la utilizaciéon de las hojas de
plantas de fresa (Fragaria x ananassa, variedad Festival) adquiridos segun los términos de
este contrato, el Interesado y terceros involucrados se comprometen a compartirlos con el
Proveedor, mediante intercambio de informacion, transferencia tecnologica o capacitacion en
un plazo menor a un aiio luego de concluida la vigencia del proyecto en el ITCR.

No obstante, lo anterior, si eventualmente los resultados del presente proyecto de
investigacion condujeren a la generacion de informacion con valor comercial para el
Interesado o para terceros, como en el caso de eventuales licenciamientos y/o la obtencion
posterior de cualquier tipo de producto comercializable, ya fuere a nivel local o intemacional,
que representen beneficio econémico o material para el Interesado.

10. En cumplimiento del articulo 13 de las Normas Generales de Acceso a los Elementos y
Recursos Genéticos y Bioquimicos de la Biodiversidad, el Interesado debera entregar un
informe de colecta una vez finalizada la etapa de muestreo y un informe final al vencimiento
de esta Resolucion, asi como copias de los articulos cientificos y publicaciones que se
deriven de ellos a la Oficina Técnica de la CONAGEBIO y al Proveedor. Se debera cumplir
con lo establecido en la legislacion vigente, articulos 30 y 31 del Decreto Ejecutivo 31514 y
sus reformas, respecto al contenido minimo de dichos informes.
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11. De conformidad con el CPI, el Interesado se compromete a darle al Proveedor un informe
final y copia de todas las comunicaciones cientificas (articulos, conferencias, capacitaciones)
y comunicaciones en medios masivos (periodicos, medios noticieros) que se realicen
producto del proyecto. Esta informacion se le brindara al Proveedor una vez finalizado el
proyecto.

12. De conformidad con el CPI, las partes establecen los siguientes términos acordados
sobre el protocolo de preparacion del extracto rico en polifenoles de hojas de plantas de
fresas (Fragaria x ananassa, variedad Festival).

1. El ITCR ejercera los derechos patrimoniales sobre las invenciones producto de la
actividad académica.

2. EIITCR compartira los resultados con el proveedor por medio de una charla.

3. ITCR es propietario de los datos de marcha fitoquimica, extracciones, capacidad
antioxidante, actividad citotoxica (viabilidad celular) y actividad
proliferativa/regenerativa y fotoprotectora en modelos de piel in vitro de hojas de
plantas de fresas (Fragaria x ananassa, variedad Festival) generadas en este
proyecto, y por tanto sera el autor principal de cualquier publicacion, y hara mencion
del lugar de donde fue obtenido el producto en la misma.

13. El Interesado se compromete a pagar al Proveedor 1500 colones por muestra extraida.

14. El Interesado se compromete a dar constancia del origen de fresas (Fragaria x ananassa,
variedad Festival) en cualquier publicacion, tramite o comunicacion que se haga del proyecto
de investigacion.

El Interesado se compromete a mencionar al Proveedor y a Costa Rica como pais de origen
de las muestras, en cualquier publicacion, informe, presentacion, tramite u otro uso posterior
que se les dé, incluyendo su eventual comercializacion y la de sus derivados.

15. Los recursos de la biodiversidad a ser colectados, segin se describe en el Resuelve
Primero punto 1, no podran ser objeto de proteccion de derechos de propiedad intelectual e
industrial, de conformidad con el articulo 78 de la Ley de Biodiversidad No 7788 de Costa
Rica y sus reformas.

16. El Interesado debera citar el nimero de la Resolucion de la Oficina Técnica de la
CONAGEBIO que autorice el acceso, en cualquier presentacion, articulo cientifico,
publicacion u ofro uso que se le dé.

17. El Interesado no podra enajenar el permiso otorgado, pues el mismo es personal e
intransferible, esta limitado materiaimente a los elementos y recursos genéticos y
bioquimicos autorizados y solo podra ser utilizado en el area o territorio indicado en el
Resuelve Primero punto 6.

R-CM-ITCR-001-2022-OT-CONAGEBIO. San José, a las 08:00 horas del 31 de marzo del 2022

17



14

N
Jor |
ninae Ministerio de Ambiente y Energia
Comision Nacional para la Gestion de la Biodiversidad

(CONAGEBIO)

18. En caso de exportacion de muestras, el Interesado debera cumplir con las obligaciones
que estipula la legislacion nacional, tal como lo indica el articulo 18 de las Normas Generales
para el Acceso a los Elementos y Recursos Genéticos y Bioquimicos de la Biodiversidad.

19. Si existieran convenios y/o contratos y/o acuerdos de transferencia de material,
establecidos con las instituciones participantes en el proyecto de investigacion o con
cualquier persona fisica o juridica, nacionales o extranjeras, el Interesado debera
presentarlos ante la Oficina Técnica, cumpliéndose con lo establecido en el articulo 74 de la
Ley de Biodiversidad y el articulo 22 de las Normas Generales para el Acceso para los
Elementos y Recursos Genéticos y Bioquimicos de la Biodiversidad. El Interesado no podra
transferir a terceros, el material original, ni duplicados o sus derivados, sin la previa
autorizacion de la Oficina Técnica y en caso de que el convenio o/y contrato ofy acuerdo de
transferencia de material, no sea presentado ante la Oficina Técnica para su debida
autorizacion, se cancelara el permiso otorgado.

20. Los acuerdos y/o convenios y/o acuerdos de transferencia de materal, deberan ser
remitidos a la Oficina Técnica, de acuerdo a la clausula anterior de esta resolucion y debera
adjuntarse ademas un tanto en idioma espaiiol.

SEGUNDO: Se autoriza a Karla Salas Arias, con cédula de identidad nimero 113300011y a
Laura Andrea Calvo Castro, con cédula de identidad nimero 111980353 para que ingresen a
los sitios autorizados a colectar las muestras.

TERCERO: Se autoriza la participacion en este proyecto a Laura Andrea Calvo Castro, con
cédula de identidad nimero 111980353 como investigador principal y a Karla Salas Arias ,
con cédula de identidad numero 113300011; Andrés Sanchez Kopper, con cédula de
identidad nimero 110500202; Ana Abdelnour Esquivel, con cédula de identidad numero
700600297 como colaborador cientifico, a quienes corresponden las mismas obligaciones y
derechos derivados del Consentimiento Previamente Informado y la presente resolucion de
otorgamiento de permiso.

CUARTO: La Oficina Técnica se reserva el derecho de cancelar este permiso sin
responsabilidad alguna, cuando se demuestre que se ha incumplido con lo establecido en
esta resolucion, con los acuerdos del CPl o con alguna disposicion de la Ley de
Biodiversidad o sus Reglamentos. Lo anterior previo cumplimiento del procedimiento
administrativo establecido en el Reglamento para la aplicacion de sanciones administrativas
en materia de acceso no autorizado a los elementos y recursos genéticos y bioquimicos
establecidos en la Ley de Biodiversidad. No. 7788, Decreto Ejecutivo No.39341-MINAE.

QUINTO: De conformidad con el consentimiento previamente informado, el formulario de la
Guia Técnica previamente remitidos a la Oficina Técnica y los articulos 70 de la Ley de
Biodiversidad y 23 del Decreto Ejecutivo 31514-MINAE, el presente permiso de acceso se
otorga por un plazo de 36 (treinta y seis) meses, contados a partir del dia siguiente de su
notificacion.

SEXTO: En el caso de disconformidad, contra esta resolucion tienen lugar los recursos
ordinarios de revocatoria ante la Oficina Técnica y apelacion ante la Comision Nacional para
la Gestion de la Biodiversidad, dentro de los tres dias habiles siguientes a la notificacion de la
presente resolucion.
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Resumen gifrutodelafresa F iax ) es un ali i ido a nivel dial, y al cual se le han atribuido

una amplia gama de propiedades beneficiosas para la salud , mayoritari i asu i ioxi Labi

de fitoquimicos bioactivos en la fresa se ha enfocado en el fruto, mi que el perfil bioquimico de las hojas ha sido poco estudiado y sigue
siendo poco aprovechado, apelardemrmlmnrunafuemepomnualdemmbohmsbmmwsqmpodmnseruuhndosenhfonnulmnn
de productos para el sector ali i ial y far éutico. Ademas, se ha do mayor ido de polifenoles bioactivos en las
ho]asdefxuaqneenelfmm,ylashqasdeﬁuapodnanmmfuuuxmpomzdeaudoehgm un compuesto antioxidante bioactivo
poco abundante en la dieta humana pero de gran potencial biomédico. Este articulo de revisio afica tiene como ;' evaluar las
mmmmnddcuhwdeﬁm(Frmxwmm)mCouanmnmal 1 i de los resid
de este cultivo. La i 6 que la ializacion del coltivo de fresa se enfoca en el fruto, \mencrasquelas
hn;aydmmdelmatznalvegemuwdelaplanusedescampermdmnz y podrian ser i dos en nuevas cadi P

Esteupndz»—-- ias son de ial i ia para paises en desarrollo y con economias de base agricola, para mejorar el
delos resi i ialesy darles un mayor valor agregado alos cultivos, en b io delambienteylasalud

Palabras clave: economia circular, fresa, hoja, polifenoles, agroindustria.

Abstract stawberry fruit (Fragariax ‘iuawidelycommedfoodmﬂdwideandhasbemchmctaimdmhawawidzmgeof
beneficial properties for human health, mostly iated with i ial. Th 'h forbi h hemi 15
has focused mainly on the fruit, whxlethebmchumﬂlpmﬁ.leoithelemshasbeznlmlemdledandmnunueslobeundemuhud despite
beingap ial source of bioacti lites that could be used in the formulation of food, industrial and pharmaceutical products. In
addition, hlﬂlerbwanwepolyphendmmlhasbmmpanedmsmwbmylﬁmthmmlheﬁun and strawberry leaves could also be
an important source of ellagic acid, a bi ive anti compound, which is limited in the human diet but has great biomedical potential.
This literature review aims to the i i i anﬂw:haracnzmotmwbenycmps(ﬁnganaxamm)in&ﬂa
Rm,targmngmwa.rdsthecompmhmveuﬁeoldmagro—mduxtnalresﬂmofrhmplanLThe that the

of cultivation focuses on the fruit, whlle!helaawsanddlereslofdleplant’svegemuvemamnalmdlacarded

, but could be inc d into new duction chains. Such ies are i i for small ping

'

with agricultural-based economies, to improve the use of agro-i ial provi value to crops, aiding
and human health.

Keywords: circular X 1y, leaf, : i V-
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Introduccion

Las economias circulares buscan optimizar
el uso de los recursos, extender su vida util
v minimizar la generacién de residuos. Esto
se hace a través de criterios de reutilizaci6n,
re-fabricacién, reciclaje y revalorizacién de
residuos en nuevos procesos productivos (Toop
et al., 2017). La recuperacién de fitoquimicos
bioactivos a partir de desechos agroindustriales
ofrece la posibilidad de convertirlos en
ingredientes naturales innovadores de alto
valor, que pueden ser incorporados en diversas
cadenas productivas.

Diversos estudios han demostrado el
potencial antioxidante v los beneficios de la
fresa (Fragaria x ananassa) para la salud humana
(Afrin et al., 2016; Basu et al., 2014; Fierascu,
et al., 2020; Forbes-Hernandez et al., 2016;
Giampieri et al., 2017, 2015; Golovinskaia y
Wang, 2021; Miller et al., 2019). Sin embargo, la
busqueda de fitoquimicos bioactivos en la fresa
se ha enfocado mayoritariamente en el fruto,
mientras que el perfil fitoactivo de sus hojas
ha sido poco estudiado, a pesar de que se ha
evidenciado que las hojas de las fresas son mas
ricas en compuestos polifenélicos bioactivos
que la pulpa del fruto (Karlund et al., 2017, 2014;
Michalska et al., 2017).

Aunado a esto, en el cultivo tradicional
de fresa, la seccién vegetativa se descarta de
forma periddica, con lo que se desaprovecha
materia prima de alto potencial biotecnol6gico
(Barquero et al., 2007; Instituto Interamericano
de Cooperacién para la Agricultura [IICA],
2017; Sato et al., 2019). Por lo tanto, esta
revisién bibliografica se enfoca en describir
las caracteristicas del cultivo de fresa en Costa
Rica, con miras al aprovechamiento integral del
potencial bioactivo de sus residuos vegetativos.

Metodologia

Para esta revision exhaustiva de literatura,
se utilizaron los motores de bisqueda Google
Académico, Pubmed, vy Science Direct. Los

términos de bisqueda (en inglés) fueron “fresa”,
“Fragaria”, “Fragaria x ananassa”, ‘“hoja”,
“polifenoles”, “extractos”, y “residuos”. Se
seleccionaron las publicaciones de los tltimos
10 afios, vy se ampli6 el periodo de bisqueda
para algunos contenidos especificos relevantes
(“descripcién boténica”, “cultivo”, “Costa
Rica”). Se excluyeron las publicaciones en
idiomas distintos al inglés y espafiol, los reportes
de otras especies de fresa (excepto algunas
menciones relevantes respecto a Fragaria vesca),
v los documentos de enfoque estrictamente
microbiolégico, fitopatolégico, v genético. Del
total de 180 publicaciones cientificas o técnicas
compiladas, se seleccionaron los 78 documentos
consultados en esta revision.

La literatura fue administrada mediante
Mendeley. Para la comparacién del contenido de
polifenoles en variedades de Fragaria x ananassa
se consideraron solamente las variedades mas
relevantes para Costa Rica.

Las estadfsticas respecto a la produccién
mundial de fresa se consultaron en FAOStat.
(Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura [FAO], 2021), en la
secci6n de “cultivos y productos de ganaderia”,
con los criterios de bisqueda “todos los
paises”,  “produccién-cantidad”, “fresa-
cultivos primarios”, y “2020". El porcentaje de
produccién de los paises mencionados en este
articulo se calculé respecto al total mundial.

Resultados y discusion

Cultivo de fresa (Fragaria x ananassa):
Descripcion botdnica

El género Fragaria (familia Rosaceae) incluye més
de 20 especies distribuidas en todo el mundo, que
pueden ser diploides, tetraploides, hexaplolides
y octaploides, a partir de un genoma haploide
de 7 cromosomas (Palei et al., 2015; Staudt,
1999, 2009). Las plantas de fresa (Figura 1) se
reproducen asexualmente mediante estolones
0 apomixis, 0 sexualmente por autogamia o
alogamia (Marta et al., 2004).
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Las especies diploides suelen ser
autoincompatibles, mientras que las poliploides
pueden ser autofecundables (Marta et al., 2004).
Algunos autores separan las variedades de fresa
en tipos de dfa-largo, dia-corto, o dia-neutral.

a * -
Flor Fruto

0,
.

\ . A
Recoptacuio

{ 4)
/| \‘n l."/ s\ Emircn
‘ i J \ i

! Ovatio— Endespermo

Carpelo Aguenio

Figura 1

Potencial bicactivo de los residuos del cultivo de fresa
{Fragaria x ananassa) en Costa Rica

Sin embargo, esta clasificacién no debe ser
considerada estdndar, ya que no solamente el
fotoperfodo influye en el crecimiento vegetativo
ylafloracién, sino que también intervienen otros
factores tales como humedad y temperatura
(Massetani et al., 2011; Warner et al., 2021).

__ Hoja
trifoliada

Principales estructuras anatémicas de la planta de fresa

Nota. Adaptado de la descripcion de Liu et al. (2020) y Demchak (2013).

Hojas y tallo. La fresa moderna cultivada
(Fragaria x ananassa Duschene, 2n = 8x = 56)
es una planta perenne, herbacea, con tallos
rastreros, y hojas trifoliadas (Liston et al., 2014;
Staudt, 1999). Las plantas de fresa presentan
un tallo comprimido (corona) a partir del cual
crecen (en forma de roseta) las hojas, estolones,
inflorescencias y nuevas coronas (Demchak,
2013). La propagacién vegetativa ocurre a partir
de los estolones (Demchak, 2013).

Flor. Las especies de la familia Rosaceae
usualmente presentan flores con cinco sépalos,
cinco pétalos v numerosos estambres (Liu et
al., 2020). En la fresa, los pétalos rodean de
20 a 35 estambres, cada uno conformados por
un filamento v una antera (Demchak, 2013).
La flor es una inflorescencia, compuesta por
un tallo engrosado llamado receptaculo (Liu
et al., 2020), el cual estd cubierto por hasta

500 pistilos, en cuyas bases se encuentran los
ovarios (Demchak, 2013). La inflorescencia
crece en el extremo apical de la corona de hojas,
y la floracién es inducida principalmente al
aumentar la temperatura (entre 15 °C y 30 °C),
con influencia del fotoperiodo (Massetani et al.,
2011). Las inflorescencias de F. x ananasa son
cimas, con flores hermafroditas, de simetria
radial con cinco o seis pétalos, usualmente
de color blanco con posibles tonos color rosa
(Liston et al., 2014; Staudt, 1999).

Fruto. La parte carmosa del fruto de
fresa surge del engrosamiento del receptdculo
floral, mientras que los miltiples carpelos se
convierten en aquenios secos, que contienen el
embrién (Liu et al., 2020). Por ello, no es una
verdadera baya, sino un agregado accesorio,
donde las semillas (de aproximadamente 1
mm de largo) son el verdadero fruto de la
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especie (Fait et al., 2008; Demchak, 2013). actualmente en el pais son San Andreas (53%),
Cada receptaculo diferenciado contiene varios  Festival (26%), Albién (23%), Oso Grande (3%),
centenares de semillas (aquenios), embebidas Cabrillo (2%), Portola (1%), Rubillen (1%) y Real
en su epidermis (Fait et al., 2008). El desarrollo (1%). También se ha reportado en Costa Rica
es principalmente inducido por la liberacién de el cultivo de Camino Real, Elyana (IICA, 2017),
auxinas desde los aquenios fecundados (Fait e¢  Tioga, Douglas, Chandler, Brighton, y Selva (
al., 2008). Ministerio de Agricultura y Ganaderfa de Costa
Rica [MAG],2014). Se refleja la gran variabilidad
y flexibilidad de opciones del cultivo.
Sistema Radicular. Las plantas de
fresa tienen un sistema radicular fibroso y ) )
relativamente superficial (entre 15 a 30 cm  Cultivo de frega (Fragaria x ananassa):
de profundidad), por lo cual requieren ser  Aspectos agronomicos
protegidas de la desecacién (Demchak, 2013). La fresa moderna comercial (F. x ananassa) esta
adaptadaparael cultivo en miltiples condiciones
: : agricolas y climdticas, aunque principalmente
ied Xane&iadfe;s ) i ulti numerqsasl se produce en clima templado y subtropical, con
:’nalrll: d'zl eEs Ce stae];aa%,lll‘eb]s el)c la :{:n lflt'm‘ile temperaturas idéneas de 22 °C a 25 °C durante
Itld s 120; fuaoa G’ d S(E e el dfa, y de 7 °C a 13 °C durante la noche (Saroj et
I'(:p(; z:izoj)gi)ﬁas? m.l7) Cos0 tdn TP AEGUETo al., 2021). La floracién se inhibe a temperaturas
Sty olINEITTIATED, BEGTT £ Frpram superiores a los 26 °C; por lo tanto, en las
de Investigacién v Transferencia de Tecnologia : scabos: ol wiliivo-ded )
Agropeciarh Fiem ‘de Costa Rica [PITTA- regiones tropicales, el cultivo de la fresa sélo es
Fgr p] 2022), 1 iedad P e viable comercialmente en zonas altas mas frias
resa , las variedades mas cultivadas (Warner et al., 2021).
Tabla1
Contenido de azdcares y polifenoles reportados en el fruto de variedades de fresa (Fragaria x
ananassa) de interés comercial para Costa Rica
Pardmetro* Tioga Douglas Chandler Selva Festival Albién Ar::r:as Gr;.sr;e Elyana C:::To Referencia
Azicares (Kumari et
al.,2020;
Totales (%) 507 58 662 650 oof - - a0 T trime
23 y al., 2021)
(Cordenunsi
6.1 etal., 2003;
Totales (mg . 4,25 % 1,03 = L i 5 40,56 472 - a . Paparozzi
0 R ¥ " 8.8 I, 2018;
g 1,96 1,97 42,42 5 ::a" 510;",
2013)b
(Oguz et
al., 2017;
Omelas-Paz
Gl 99 — 2,7 - z
2021; Ruan et
al., 2013)
(Oguz et
al., 2017;
Omelas-Paz
Fructosa (g 2,18 - y St z
2021; Ruan et
al., 2013)
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Pardmetroa Tioga Douglas Chandler Selva Festival

Albién

San Oso
Andreas  Grande

Camino

Referencia
Real

Elyana

Sacarosa (g
100 g*)

1,89 —

(Oguz etal.,
2017; Ruan et
al., 2013)

8,7 = 1,02 -
773 17 B

Polifenoles
totales (mg -
EAG g)

1,67+ 092 091-—

0,77 0,15 =136 3,11

1,10 —

(Kobi etal.,
2018; Lema-
Rumiriska
etal, 2021;
Nunes et
al., 2021;
2,57 — Ornelas-Paz
2,88 3,15

1,40 +
3,24 0,00
etal., 2018;
Pinheiro etal.,
2021; Singh et
al., 2011; Uriin
etal., 2021)

Flavonoides

. e = 0,58 + _
(mgECg) 0,07

0,36 =
0,07

(mgEQg") & - - - 2,32

0,44 =

(Paparozzi
etal., 2018;
Pinheiro etal.,
2021)

0,07

156 2,09

Antocianinas

(mg ECGg™) = 0,57 0,65 0,99

(mgEPGe) - - - - -

(mgg) = = 5 = =

0,16 —

0,21

(Carvalho
etal., 2021;
Chaves et
al., 2017;
Kobi et al.,
2018; Lema-
Rumiriska
etal., 2021;
Nunes etal.,
2021; Nunes
etal., 2005;
Singh etal.,
2011)

0,223
0,00

0,62

0,18
0,01 0,02

0,16

1,65 - ik

& 0,52 23 = =

Nota. a. EAG: equivalentes de acido galico; EC: equi dec

EQ: eq
plantas en tres condici pr y

de quercetina; ECG: equivalentes de cianidina-3-
2 Ginivi :

3-glucésido. b. Se

wverano), se muestra solo la mayor concentracion obtenida. Elaboracién propia.

En Costa Rica, un pafs tropical (8° 02' — 11° 13’
N) con condiciones de menos de 12 horas de luz
diaria, la zona més apta para la produccién de
fruto se encuentra entre los 1300 y 2000 m.s.n.m.
con temperaturas entre 10 °C a 20 °C (Barquero
et al., 2007). El Ministerio de Agricultura y
Ganaderfa de Costa Rica recomienda el cultivo
en suelos livianos, preferiblemente arenosos
y con buen drenaje, con pH entre 5,5 v 6,5, asi
como sembrar en los primeros meses de la época
lluviosa (mayo, junio vy julio) v cosechar en los
primeros meses de la época seca (noviembre
y diciembre), con lo cual se pueden reducir
problemas fitosanitarios causados por humedad,
v se coincide con las fechas de mejor precio en el
mercado internacional (Barquero et al., 2007).

La fresa es usualmente cultivada en ambientes
controlados, bajo condiciones de iluminacién
y temperatura reguladas (Warner et al., 2021).
En las zonas altas de Costa Rica (Figura 2),
principalmente mediante sistemas de “ambiente
protegido” de elaboracién propia, concoberturas
de suelo (eras recubiertas por plastico), de aire
(tinel vy macrottinel), v con sistemas de riego
por goteo (Barquero et al., 2007).

Serecomienda sembrar en eras de 0,70 m
de ancho vy 0,40 m de alto (0,35 cm entre eras),
con dos hileras por era (0,35 m entre hileras,
y 0,30 m entre plantas), y no mas de 40 m de
largo por era (IICA, 2017). También, en sistemas
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hidropénicos (Saroj et al., 2021), mediante el uso
de sustratos orgénicos e inorganicos y medios
de cultivo especializados, con buenos resultados
(Imran et al., 2022).

La propagacién tradicional de la fresa
comercial (F. x ananassa) se realiza mediante
multiplicacién por estolones. Sin embargo, esta
técnica implica alta vulnerabilidad a agentes
patolégicos, lo cual puede causar pérdidas de
hasta el 50% de la produccién (Ruiz et al., 2018).
Las plantas obtenidas mediante técnicas de
cultivo de tejidos in vitro son mds costosas que
las obtenidas por técnicas convencionales (Palei
et al., 2015). No obstante, la micropropagacién
in vitro ha permitido la produccién masiva
de plantas de fresa con alta homogeneidad
genética y con caracteristicas mejoradas, tales
como perfodos de propagacién mds cortos,
mayor cantidad de flores y de rendimiento de
frutos por hectdrea, mas estolones por plantas,

superior resistencia y tolerancia a factores de
estrés biotico y abiético, y mayor vigor (Ruiz et
al., 2018).

Se han reportado miltiples protocolos
eficientes para la micropropagacién y la
regeneracién in vitro de la fresa a través de
organogénesis adventicia o embriogénesis
somdtica, con diversos tipos de explantes
tales como hoja, tallo, pedinculos, estolones,
estipulas, tallos rastreros, raices, anteras,
embriones, sépalos, protoplastos, vy peciolos
(Husain et al., 2011). El explante preferido para la
multiplicacién ha sido el cultivo de meristemos
de &pices de los estolones, en medios con alta
concentracién de citoquinina y bajos niveles de
auxinas, lo cual promueve la brotacién axilar
(Husainetal., 2011; Palei et al., 2015). Las técnicas
in vitro también han facilitado variabilidad
respecto al contenido de compuestos bioactivos
(Palei et al., 2015).

Figura 2

Cultivos de fresa (Fragaria x ananassa cv. Festival) en Llano Grande, Cartago, Costa Rica

Nota. A. Flor. B. Fruto. C. Hoja. Dy E. Cultivos en invernadero y en campo, respecti

Seha

que las hojas de la variedad Festival

tienen mayor contenido de polifenoles totales en comparacion con otras variedades. Elaboracion propia.
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Cultivo de fresa (Fragaria x ananassa):
Aspectos economicos

La produccién global de fresa se ha triplicado
en las dltimas dos décadas. Para el 2020, la
FAO reporté 12,2 millones de toneladas de
fresa cultivada en 79 paises, donde la mayor
produccién se realizé en China (27,3%), seguida
por Estados Unidos (8,7%), Egipto (4,9%),
México (4,6%), Turquia (4,5%) y Espaia
(2,2%) (FAO, 2021). Mas del 95% se realiza en el
Hemisferio Norte (Kim et al., 2011).

En Costa Rica, el VI Censo Nacional
Agropecuario (Instituto Nacional de Estadistica
y Censos [INEC], 2015) menciona la existencia
de 342 fincas dedicadas a este cultivo en Costa
Rica para el 2014, con una extensioén total de
227,3 hectédreas de drea sembrada, ubicadas
en las provincias de Cartago (38,6%), Alajuela
(21,6%), San José (20,8%), Heredia (16,4%),
y Limén (2,6%), de las cuales un 58,8% de las
fincas reportaron produccién para venta en el
mercado local y sélo 0,9% para exportacién.
Por lo tanto, la mayor parte de la produccién de
fresa en Costa Rica se destina a los mercados y
consumo local.

La fresa es comerciablemente disponible
en todo el mundo de forma fresca o congelada, y
enalimentosprocesadostalescomomermeladas,
néctar, y puré (Prasad et al., 2022). En Costa Rica,
el consumo anual de este fruto alcanzé los 3,03
kg por persona en el 2015 (Programa Integral de
mercadeo Agropecuario de Costa Rica [PIMA],
2016). De forma similar, en Estados Unidos fue
de 4,5 kg por persona en 2014, mientras que en la
Unién Europea el consumo anual es de alrededor
de 5 kg por persona (Simpson, 2018).

Aunadoaloanterior, lashojasdelasfrutas
tipo baya han sido utilizadas medicinalmente en
diversas culturas, también las hojas de varias
especies de Fragaria (Ferlemi y Lamari, 2016;
Villamil-Galindo et al., 2020). Por ejemplo, las

Potencial bicactive de los residuos del cultivo de fresa
(Fragaria x ananassa) en Costa Rica

hojas de fresa silvestre de la especie Fragaria
nubicula se utilizan como antiséptico, laxante,
diurético y astringente; para detener la diarrea
y la disenterfa; para tratar el resfriado, latos y la
fiebre; v para aliviar dolor de oido, fortinculos,
y tlceras bucales y estomacales (Roshan et al.,
2019). Sin embargo, el perfil fitoactivo de las
hojas de fresa ha sido menos estudiado que
el de fruto, v sigue siendo poco aprovechado,
a pesar de constituir una fuente potencial de
metabolitos bioactivos que pueden ser utilizados
en la formulacién de productos para el sector
alimenticio, industrial y farmacéutico.

Importancia de los polifenoles en el cultivo
de fresa

Los polifenoles (Figura 3) constituyen un
gran grupo de fitoquimicos que comparten como
caracterfstica central la presencia de al menos
un grupo fenol en su estructura quimica (Fraga
etal., 2019). Estos son los principales pigmentos
en frutas, vegetales y cereales. Poseen diferentes
funciones en la planta, como la atraccién de
polinizadores, v la proteccién de la planta contra
laradiacién ultravioleta y la contaminacién viral
y microbiana (Fraga et al., 2019).

El interés actual por los pigmentos
polifenélicos se debe a su potencial
bioactivo en la prevencién o tratamiento de
enfermedades crénicas, tales como afecciones
cardiovasculares, céncer, diabetes y obesidad.
Ademds, tienen efectos anti-inflamatorios y
anti-neurodegenerativos. Por lo tanto, son
compuestos promisorios para el desarrollo de
productos de comerciales de consumo humano,
con potenciales beneficios biomédicos (Forbes-
Hernandez et al., 2016).

El fruto de fresa contiene abundancia
de compuestos antioxidantes, principalmente
vitamina C (hasta 60 mg 100 g peso fresco)
(El-Hawary et al., 2021) v polifenoles, entre
estos, antocianinas (responsables del color
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rojo del fruto; primordialmente pelargonidinas
y cianidinas), asi como; taninos hidrolizables
(e.g. elagitaninos) vy condensados (e.g.
proantocianidinas), flavonoles (e.g. quercetinas,
kaempferol, fisetina), flavanoles(e.g.catequinas,
procianidinas), y &cidos hidroxicindmicos (e.g.

4cido cumdrico, elagico, v fertlico) (Aaby et al.,
2012; da Silva et al., 2008; Fierascu et al., 2020;
Van de Velde et al., 2013). Ademds, luego de las
moras y las frambuesas, las fresas representan
una de las principales fuentes de 4cido eldgico
en la dieta (da Silva et al., 2008; Michalska et al.,
2017).

Hesoereda
il ¢ O

Epicatequina

Figura 3

Principales grupos de compuestos polifendlicos presentes en plantas

Nota. Para cada subgrupo de flavonoides y dcidos fendlicos, se dos &ji

El fruto objeto de revision, esta incluido dentro
de las 100 fuentes alimenticias méds abundantes
de polifenoles, y ocupan la posicién 89 dentro de
los alimentos y bebidas que proveen més de 1 mg
de polifenoles totales por 100 g ingeridos (Prasad
etal.,2022). Lavariabilidad v el contenido exacto
de compuestos fenélicos en las distintas especies
yvariedades dependen de muchos factores, tales
como las cualidades genéticas, las condiciones
de cultivo, la madurez del fruto, el tiempo de
almacenamiento v las condiciones ambientales
(Aaby et al., 2012; Fierascu et al., 2020).

Al igual que en otras frutas tipo baya,
como la mora, la frambuesa y los ardndanos,
se ha demostrado que las hojas de la fresa son
mads ricas en compuestos polifenélicos que la
pulpa del fruto (El-Hawary et al., 2021; Ferlemi
y Lamari, 2016; Karlund et al., 2014; Michalska
et al., 2017; Zhu et al., 2015). Por ejemplo, El-
Hawary et al. ( 2021) reportaron 62,37 £ 0,1 pug
EAG mg- de polifenoles totales v 67,1 + 0,4
ng equivalentes de rutina mg-! de flavonoides

€p (linea da). Elaboracion propia.

totales en hojas de fresa variedad Festival, en
comparacién con un contenido de 20 + 0,1 pg
EAG mg™* de polifenoles totales v 9,52 + 0,2 pg
equivalentes de rutina (ER) mg-* de flavonoides
totales en frutos de la misma variedad. Esto
representa aproximadamente tres veces mayor
cantidad de polifenoles totales y siete veces
mavor cantidad de flavonoides totales en lahoja
respecto al fruto. Algunos de los mds abundantes
reportados en hoja, incluyen kaempferol,
quercetina, dcido clorogénico, acido cafeico y
ellagitaninos (El-Hawary et al., 2021). Estos
dltimos se han reportado en concentraciones
hasta nueve veces superiores en hoja (82 mg g,
peso seco) respecto al fruto de la fresa (Karlinska
etal.,2021).

Al igual que con el fruto, es esperable que
elcontenido polifenélicodelas hojasdifieraentre
cultivares, sistemas de cultivo, y condiciones
ambientales; por ejemplo, Villamil-Galindo et
al. (2021) reportaron un mayor contenido de
polifenoles totales en las hojas de la variedad
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Festival (14,97 g EAG kg') respecto a las de San
Andreas (8,93 g EAG kg-), y a las de Camino Real
(6,14 g EAG kg). De forma similar, El-Hawary
et al. (2021) reportaron mayor contenido de
polifenoles totales (62,37 + 0,1 ug EAG mg) en
la variedad Festival respecto a la Tamar (42,63 =
0,2 pg EAG mg-), aunque levemente inferior a
las Winter Dawn (66,58 + 0,2 pg EAG mg-), Red
Merlin (72,1 £ 0,1 pg EAGmg-') v Suzana (72,63 +
0,1 1g EAGmg-). Sin embargo, Festival presenté
mayor contenido de flavonoides totales (67,1
+ 0,4 g ER mg™) en hoja respecto a las demds
variedades mencionadas (con valores entre
52,89 + 0,1y 65,79 + 0,1 ig ER mg~) (El-Hawary
etal., 2021).

Consideraciones para la revalorizacién de
los residuos vegetativos del cultivo de fresa
en Costa Rica

Los residuos agroindustriales pueden ser
revalorizados mediante diversas estrategias,
entre estas, la transformacién para uso como
materias primas en otras cadenas productivas,
la generacién de combustibles y la explotacién
térmica. Ademads, algunos se emplean para
la alimentacién animal o se aprovechan para
compostaje que se reincorpora a los cultivos
agricolas (Vargas y Peréz, 2018). Sin embargo,
la mayoria de los desechos agroindustriales no
son procesados o descartados apropiadamente;
muchos son eliminados mediante quema
o vertidos en suelos y aguas, lo que causa
contaminacién ambiental, con efectos nocivos
para el ambiente y la salud de los organismos
vivos (Vargas y Peréz, 2018).

El cultivo de fresa genera gran cantidad
de residuos agroindustriales, ya que solo se
emplea el fruto y el resto de la planta (hojas,
cdlices, tallos, v demas tejido vegetativo) no se
utiliza (Villamil-Galindo et al., 2020, 2021). Al
ser perenne, la planta produce constantemente
nuevos tallos y hojas, por lo tanto, se acumula
eventualmente gran cantidad de hojarasca,
lo cual favorece el aumento de humedad y

Potencial bicactive de los residuos del cultivo de fresa
(Fragaria x ananassa) en Costa Rica

la proliferacién de plagas; debido a esto, el
material vegetativo viejo se poda de forma
periddica, usualmente después de los ciclos
de cosecha (Barquero et al., 2007). Ademds,
para renovarlo, las plantas viejas se deben
arrancar completamente del suelo, con la raiz,
v deben ser retiradas del campo de siembra;
todo este material organico puede ser utilizado
en compostaje, aunque se recomienda su
tratamiento con fungicidas-acaricidas para el
control de plagas (IICA, 2017). Hasta donde es de
nuestro conocimiento, no existe en Costa Rica
un método estandarizado para la eliminacién
de los residuos del cultivo de fresa, mas alla de
su utilizacién en compostaje o alimentacién
animal, lo cual implica la subutilizacién o
pérdida potencial de compuestos bioactivos de
alto valor para otras industrias.

Se ha reportado ampliamente la
revalorizacién de los residuos del fruto de
fresa no consumido y de los desechos del
procesamiento industrial (Cubero-Cardoso
et al., 2020; Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019;
Serrano Moral, 2015; Tumbas et al, 2015;
Véazquez-Gonzalez et al., 2020). Sin embargo, los
desechos vegetativos, que pueden representar
hasta el 20% de la produccién total, son poco
aprovechados (Villamil-Galindo et al., 2020,
2021).

Algunos de los efectos reportados
para extractos de hoja de fresa con posibles
aplicaciones biomédicas incluyen: actividad
antioxidante in vitro (Cvetkovi¢ et al., 2017);
inhibicién de la proliferaciéon contra células
humanas de leucemia (HL60) (Skupien et al.,
2006), y contra células humanas de carcinoma
hepatocelular (Hep-G2); alivio del deterioro
cognitivo causado por diabetes (en ratas)
(Zhang et al., 2020); efecto hipoglicémico (en
ratas) (El-Hawary et al., 2021; Shaheen, 2019);
potencial analgésico (en ratas) (Kanodia y
Das, 2009) v usos cosméticos (Ziemlewska et
al.,, 2022). Ademas, se han detectado efectos
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antimicrobianos de la hoja de fresa contra
Helicobacter pylori (Cardoso et al., 2018), Bacillus
subtilis, Salmonella choleraesuis y Micrococcus
litius (Al-Deen et al., 2013).

Conclusiones

Considerandoel incrementomundial enel cultivo
de fresa en las tdltimas décadas, las condiciones
en zonas altas tropicales con climas templados,
dosis elevadas de irradiacién solar favorables
para la produccién de polifenoles antioxidantes
(Karlund et al., 2014), asi como el perfil
fitoactivo subutilizado de sus hojas, los residuos
vegetativos del cultivo de fresa representan
una fuente relevante y poco aprovechada de
materia prima con alto potencial bioactivo.
Siguiendo el ejemplo de muiltiples experiencias
que han revalorizado cultivos tropicales
para la generacién de alimentos funcionales,
nutracéuticos, cosméticos, alimento animal, y
biocombustibles (Cadiz-Gurrea et al., 2020).

Por lo tanto, y de especial importanciapara
paises pequeios en desarrollo y con economias
de base agricola, es imperativo implementar
mecanismos para mejorar el aprovechamiento
de los residuos agroindustriales para darle un
mayor valor agregado a los cultivos, con miras
hacia una economfa circular y en beneficio del
ambiente y la salud humana.
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Abstract Berry fruits are an important dietary source of health-promoting antioxidant polyphenols.
Interestingly, berry leaves of diverse species, including strawberries, have shown higher bioactive
phytochemical content in the leaves than in the fruit. Moreover, the vegetative part of the plants is
usually discarded, representing a presumably large source of underutilized bioactive biomass. In this
investigation, the polyphenol profiles of tropical highland strawberry (Fragaria x ananassa cv. Festival)
leaves and fruits were compared by high-performance liquid chromatography coupled with a diode
array detector (UHPLC-DAD) and mass spectrometry (HPLC-MS). The total polyphenol strawberry
leaf extracts exhibited a 122-fold-higher total polyphenol content and 13-fold higher antioxidant
activity (ORAC) than strawberry fruits, and they showed evidence of possible photoprotective
effects against UV damage in human melanoma cells (SK-MEL-28) and in murine embryo fibroblasts
(NIH/3T3), together with promising anti-proliferative activities against the same melanoma cells.
Seven polyphenols were confirmed by HPLC-DAD in the leaf extracts, with differences depending
on fraction solubility. Moreover, three substituted quercetin derivatives, three substituted kaempferol
derivatives, two anthocyanins, and catechin were confirmed in the soluble fraction by HPLC-MS.
Given their higher total polyphenol content and bioactive activities, underutilized strawberry Festival
leaves are a potential source of apparently abundant biomass with prospective bioactive applications

Keywords: Fragaria x ananassa cv. Festival; leaves; polyphenols; strawberry

1. Introduction

Commercial strawberries (Fragaria x ananassa) are one of the world’s most available and
consumed fruits. By 2020, the global production of strawberries reached over 12 million tons
in 79 countries [1], with an average annual consumption (as of 2018) of 4.5-5 kg per capita
in the United States and Europe, respectively [2]. As anextensive crop, it also generates
presumably large amounts of residues. Non-marketable fruit (small-sized and misshapen
berries, with pest and disease damage or albinism) may reach up to 17% of total yields [3],
and the vegetative parts of the plant (leaves, stems, and roots) are mostly discarded [4].
Moreover, around 21% of the strawberry fruit production is transformed for manufacturing
processed products, yielding additional industrial organic wastes (mostly pulp and press
residues) [5], all of which still contain relevant amounts of bioactive compounds [5-8].

Moleaules 2023, 28, 1865. https:/ /doi.ong/10.3390/ mole cules28041865
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All strawberry plant components (Fragaria sp.) have been shown to provide sev-
eral benefits for human health (reviewed extensively in [%-16]); however, research has
focused mainly on the fruit, while the biochemical profile and the biological activities of the
vegetative parts have been less studied [17-20]. Plenty of these healthy effects have been as-
sociated with the polyphenol content in strawberry fruit; nevertheless, recent studies have
shown more diversity and higher concentrations of bicactive polyphenols in strawberry
leaves (Table 1) [17,18,20-22].

Berry leaves have been used in traditional remedies claiming to treat several diseases,
including colds, gastroenteritis, diabetes, and circulatory ailments; however, berry leaf
medicinal products have only recently been formally accepted in Europe, the United States,
and Canada, and it mostly refers to the use of berry leaves in herbal teas [23,24]. To the best
of our knowledge, no human studies with strawberry leaf interventions have been reported
to date; nevertheless, the European Medicines Agency [25] communicated in 2019 that,
based on long-term traditional practice, strawberry leaves can be used to induce urination
and to relieve symptoms of mild diarrhea.

In vitro experiments with strawberry leaf extracts have reported several biological
activities, including cytotoxic effects against leukemia HL60 human cells [26]; antioxidant
activity [27,28]; antibacterial activity [29]; anti-allergic and anti-obesity effects [22]; and
melanogenesis inhibition [22]. The animal testing of strawberry leaf extracts has shown
hypoglycemic effects in diabetic mice [30] and rats [19]; antioxidant, anti-inflammatory, and
cognitive-improvement effects in diabetic rats [31]; nephrotoxicity protection in cisplastin-
dosed rats [32]; and improved responses in renal function, insulin, and free thyroid hor-
mones in potassium bromate-treated rats [33]. Duru et al. [34] also showed no adverse
effects on the egg quality and health status of laying hens after strawberry leaf powder
intake for 10 weeks.

Hence, strawberry leaves are a broadly available source of valuable and underutilized
bioactive materials that can be harvested yearly after fruiting [24]. In this study, we
explored the phenolic profile and bicactivity of F. x ananassa cv. Festival fruit and leaf
extracts. Strawberry Festival is a short-day vigorous cultivar, with an apparent lesser
susceptibility to botrytis fruit rot (caused by Botrytis cinerea) and to powdery mildew
(caused by Sphaerotheca macularis) compared to that of other varieties [35]. Strawberry
Festival has also shown a higher total poly phenol content in leaves than other strawberry
cultivars (Table 1). To the best of our knowledge, this is the first report describing the leaf
polyphenols of strawberries cultivated in the Costa Rican tropical highlands.

Table 1. Total polyphenol content in the fruit and leaves of some strawberry (Fragaria x ananassa) varieties.

Total Polyphenols (mg GAEg~! DW) *

Cultivar Fruit Leaf Ref.
Allstar 1071 £ 0.20 552 +36 28
Amaou 15.6 = 3.7 1171+ 27 l'_’2
Camino Real 18+011 FW) 6.14° [4,36)
Diana - 1476 18
Elsanta 2411 373°¢ 37
Festival 20+01 6237 £ 0.1 19
Mount Everest - 203.63 +£1.95 27
Polka 2.57 + 0.02 (FW) 8115 + 0.64¢ [21,35]
Red Merlin 3333 + 0.1 721+01 [19]
San Andreas 2 8.03° 4]
Seng:zSengana 15.2 (FW) 326,57 £0.82 27,39)
ana 3524+ 03 726301 19
Tamar 211+ 0.5 4263 +0.2 19
Tochiotome - 1223 40
Winter Dawn 3142 +01 66.58 £ 0.2 19

s DW d.rywexght, FW, fresh weight; GAE, gallic acid equivalents. ®. Industrial strawberry by-products, including
and the ketable portion of the fruit. <. Total sum of several polyphenols quantified by

ana.lytml methodsas mg g~ DW.
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2. Results
2.1. Preliminary Phytochemical Analysis of Total Polyphenol Fruit and Leaf Extracts

To analyze the phytochemical components of strawberry (F. x ananassa cv. Festival)
leaves, three hydro-alcoholic extraction methods were preliminary tested, ie., maceration
at room temperature with 70% or 95% ethanol and infusion at 60 °C with 70% ethanol,
yielding 3.85 & 0.08 g (n =3), 1.7 g, and 3.23 g recovery of the total dried leaf extract (from
a 10 g sample), respectively. The 70% ethanol maceration had the highest total polyphenol
recovery relative to the 95% ethanol maceration and the 70% ethanol infusion (104.1 and
49.18 mg GAE 5'1 DW, respectively). On the other hand, the 95% ethanol maceration had
slightly higher total flavonoid recovery (12.99 mg QE g'l DW) relative to the 10.25 mg
GAE g~! DW obtained with both the 70% ethanol maceration and the 70% ethanol infusion.
Nonetheless, the 70% ethanol maceration showed the highest antioxidant activity, requiring
less of the extract (DPPH IC5) 9.45 mg g" DW) to achieve 50% DPPH inhibition than the
other extractions (DPPH ICs required 14.32 mg g~! DW of 95% ethanol leaf extract and
1151 mg g‘l DW 0f 70% ethanol leaf infusion). Moreover, alkaloids were absent only in the
70% ethanol maceration leaf extract (data not shown). Hence, the 70% ethanol maceration
was selected for extracting total polyphenols from strawberry leaves and for comparison
against fruit.

The total polyphenol content in the total polyphenol strawberry (E x ananassa cv.
Festival) extracts (70% ethanol) was 122 times higher in leaves than in fruits, while the
antioxidant activity was 13-fold higher in the leaves (Table 2). Only very small amounts
of chlorophylls and carotenoids were recovered from both parts of the plant. Saponins
were not detected in the fruit, while steroids and terpenoids were not detected in the leaf.
Alkaloids were not detected in either of the plant extracts.

Table 2. General physicochemical composition of strawberry (Fragaria x ananassa cv. Festival) fruitor
leaves in total polyphenol extracts (1 = 3).

Parameter Fruit Extract Leaf Extract
Protein (mg g~! DW) 28.63 +£2.09 80.63 + 1.13
Soluble solids (® Brix) 1% 0.40%
Saponins (foam test) Negative Positive
(j:;oﬁd . m‘;m‘i;) Positive Negative (no color)
Alkaloids (Dragendorf test) Negative (no color) Negative (no color)
Flavonoids (Shinoda test) Positive (light red) Positive (red color)
Total polyphenols (mg GAE g~ DW) 089 +0.05 108.83 + 4.65
Total flavonoids (mg QE g~ DW) 032 +0.01 10.25 & 0.50
Total chlorophyll (mg g~! DM) 0.2832 + 0.0224 1.9470 + 0.6399
Total carotenocids (mg g~! DW) 0.0013 £ 0.0020 0.0074 £ 0.0933
ORAC (pmol TE g~! DW) 221£70 2918 + 281

GAE, gallicacid equivalents; QE, quercetin equivalents; TE, trollox equivalents. ORAC was determined by the
QUIMED Laboratory at Universidad Nacional de Costa Rica.

2.2. Chromatographic Analysis

Seven polyphenols were quantified by UHPLC-DAD in total, soluble, and insoluble
ly phenol extracts from strawberry (E x ananassa cv. Festival) fruit and leaves (Figure 1,
Table 3). The highest polyphenol concentrations were found in the insoluble leaf extract,
with gallic acid being the most abundant polyphenol, followed by ellagic acid and quercetin.
On the contrary, gallic acid and quercetin were not detected in the soluble leaf fraction.
When detected, all compounds were present in higher concentrations in the soluble and
insoluble leaf extracts relative to the fruit. All seven polyphenols were present in the total
polyphenol keaf extract, but in much lower concentrations than in the soluble and insoluble
leaf fractions.
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Figure 1. Representative UHPLC-DAD chromatograms of the polyphenols identified in the total,
soluble, and insoluble polyphenol extracts of the strawberry (Fragaria x ananassa cv. Festival) leaf (A)
and fruit (B) compared to authentic standards. The identity of the polyphenols is as follows: 1, gallic

acid; 2, caffeic acid; 3, chlorogenic acid; 4, p~coumaric acid; 5, rutin; 6, ellagic acid; 7, quercetin.

Untargeted high-resolution mass spectrometry was used to identify the polyphenols
present in the soluble strawberry leaf extracts. A tentative identification was assigned to
the more intense features present in the samples by comparison with the structure database
searches and de novo fragmentation patterns and confirmed by manual interpretation.
Nine compounds were identified, including three substituted quercetin derivatives, three
substituted kaempferol derivatives, two anthocyanins (delphinidin and pelargonidin), and

catechin (Figure 2, Table 4).
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Table 3. Specific poly phenols (mean =+ standard deviation; 11 = 4) detected and quantified by UHPLC-
DAD in the total, soluble, and insoluble poly phenol extracts of the strawberry (Fragaria x ananassa cv.
Festival) fruit and leaves.

UV/Vis
nti
Retention Wav

Polyphenol Concentration in [ug mg—! DW] in the Extract

Peak Compound Time le 8': Insoluble Extract Soluble Extract Total Extract
7 n;
(min) PR Fruit Leaf Fruit Leaf Leaf
1 Gallic acid 2.06 201/220/270 210+140 57.53+3684 004 £0.01 nd. 0.0010 £ 0.0001
2 Caffeic acid 8.51 216/240/322 nd. 3624497 014 £0.12 nd. 0.0028 = 0.0002
3 Chk;:genic 8.69 215/320 nd. nd 017 £0.18  0.66 £0.31 020 £ 0.02
4 p-“::;mc 10.51 209/310 150 £0.56 3704268 021 £0.06 108 +0.09 1.14 £ 023
5 Rutin 10.63  201/256/355 nd. 7144340 0S8 £0.07 467 £070 5.59 £+ 2.69
6 Ellagic acid 1115 196/254/366 011 £0.21 2190+3972 026009 135008 0.88 £ 0.57
7 Quercetin 13.91 201/255/370 nd. 19.44 +3.98 005 +0.09 nd. 0.098 = 0.003
n.d. = not detected.
600 7.00 0.00 900
200 30 400 | 500 600 700 800 900
120 4
3
* ‘
o |
200 am 4.00 300 000 7.00 0.00 900

O
200 AN 400 5.00 6.00 700 0.00 200

100

Y Y - v Time
200 300 4.00 5.00 800 100 8.00 0.00

Figure 2. Combined extracted ion chromatograms of the most intense signals present in the high-
resolution mass spectrometry measurements of the strawberry (Fragaria x ananassa cv. Festival)
soluble leaf extract. Peak identification is detailed in Table 4. 1, catechin; 2, pelargonidin; 3, 4, and 8,
quercetin glucuronides; 5, delphinidin; 6,7, and 9, kaempferol derivatives. The asterisk corresponds
to the aglycone in-source fragment of compound 4.
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Table 4. Tentative identification of the most infense features present in the high 1 mass sp y of the vberry (Fragaria x ananassa cv.
Festival) soluble leaf extract.
Peak Compound Subclass Tentative Identification Formula mlz Adducts Rt (min) A”'B’"(‘::z')‘m“"
1 Flavan 3-ol derivatives Catechin Cy5Hy 405 291.0887 M+H]+ 291 273,165, 147,139, 123
2 Pelargonidin 3-glucoside Pelargonidin 3-glucoside CnHynOp* 4331130 M+ 332 433,271
3 Flavonoid-3-o-glucuronides Quercetin 3-glucosyk(1->2)}-glucuronide  CHagOng 6411355  M+H M+Na 68 641, 465 303
4 Flavonoid-3-0-glucuronides Quercetin 3-0-xylcsyl-glucuronide CasHasO1y 6111224 [M+H]+ 7.4 611, 479, 303
5 Anthocyanin glycoside Delphinidin 3-galactoside CnHyOp* 465.1051 M+ 751 465,303
6 Flavonoid o-rutinoside Kaempferol 7-o-rutinoside CaoHasO1 595.1318 M+H 755 595, 463, 257, 153, 113
7 Flavone o-glucoside Koempferol 3'-glucuronide CnHisOp 4630876  M+H, M+Na 776 436,287, 165, 153
8 Flavoncid-3-0-glucuronides Quercetin 3-glucuronide CnHisOp 479.087  M+H M+Na 7.61 303, 301, 179, 151
9 A d3op yl glycoside  Kaempferol 3-(6"-p Igalactoside)  CapHasOy3 595.1461 M+H 824 287,147, 119
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2.3. Cytotoxic Activity

The cytotoxic effect (neutral red assay) of the total polyphenol strawberry leaf extract
was evaluated in SK-MEL-28 human melanoma cells and in NIH /3T3 murine fibroblasts.
Extract concentrations above 0.1 mg extract mL-! significantly reduced the cell viability
relative to the untreated controls in both cell lines (Figure 3). The extract’s half-maximal
inhibitory concentrations (ICg) were very similar in both cell lines.

120+
1004
80+
60+

401 -o- SK-MEL-28 -m- NIH/3T3
204 ¥=-323%+8748  y=-29.94c+87.87
ICsp=1.16mgmL™"  ICs5=126mgmL™"

Viability (%)

0
0

T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

mg extract mL™"

Figure 3. Percentage of cell viability (neutral red assay, mean =+ SD, n = 9) of SK-MEL-28 (hu-
man melanoma) and NIH/3T3 (murine embryo fibroblasts) cells after 24 h of treatment with total
polyphenol strawberry (Fragaria x ananassa, cv. Festival) leaf extract (0.05, 0.1, 0.2, 0.5, and 1 mg
extract mL~!). Concentrations (in both cell lines) statistically different (p < 0.05) from the untreated
control are marked by asterisks (one-way ANOVA followed by a Bonferroni’s post-test, GraphPad
Prism, v. 9.4.1). ICs, half-maximal inhibitory concentration.

2.4. UVA + UV B Photoprotection

SK-MEL-28 melanoma cells and NIH/3T3 murine fibroblasts were treated with the
total polyphenol strawberry leaf extract before, after, or during UV irradiation (UVA + UVB
25 mJ cm™2). The UV dose reduced the cell viability to 67.40 + 2.53% and 59.49 + 3.75% in
SK-MEL-28 and NIH/3T3 cells, respectively (Figure 4). The total polyphenol strawberry
leaf extract (0.5 mg extract mL~?) significantly increased the cell viability of UV-irradiated
SK-MEL-28 cells treated with the extract after or during UV irradiation. In the NIH/3T3
fibroblasts, pre-treatment with the total polyphenol strawberry leaf extract (0.1 mg extract
mL-1) significantly decreased the cell viability of the UV-irradiated cells.

A 120 W 0.1 mg extract mL B 120 == (.1 mgextract mL’

B3 0.5 mg extract mL ' B3 0.5 mg extract mC’
*

.

100

80
60

Viability (%)
SK-MEL-28
Viability (%)
NIHAT3
3

40
20

0
- % Pro Post During - Pre Post During

UVA + UVB treatment (25 mJ crm%) UVA + UVB treatment (25 mJ cmi’?)

Figure 4. Percentage of cell viability (MTT assay; mean + SEM, n = 6) of SK-MEL-28 (human
melanoma, A) and NIH/3T3 (murine embryo fibroblasts, B) cells after treatment with total polyphenol
strawberry (Fragaria x ananassa, cv. Festival) leafextract (0.1 and 0.5 mg extract mL~1) before (24 h),
after (24 h), or during (15 min) UV irradiation (UVA + UVB 25 m] em™2). Controls of untreated
cells (white bars) and UV-only-treated cells (striped bars) are also shown. Extract treatments that
significantly (p < 0.05) affected cell viability relative to the UV controls are marked with an asterisk
(one-way ANOVA followed by a Bonferroni's post-test, GraphPad Prism, v. 9.4.1).
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2.5. Scratch Wound Healing Assay

Wound closure was evaluated on scraped SK-MEL-28 and NIH/3T3 monolayers
treated writh the total polyphenol strawberry leaf extract for 72 h. None of the extract
treatments significantly improved the cell migration or proliferation in either of the cell
lines. In fact, the murine fibroblast monolayers fully detached after 48 h with the higher
concentrations and did not recover after the leaf extract was removed (Figure 5). In the SK-
MEL-28 melanoma cells, the leaf extract delayed the wound closure, but the lesion almost
fully recovered after 72 h in extract-free media, except in the 0.5 mg extract mL~! treatment.

A1007 el C 120+
£ so- 100~
£5 £5 w;
X -
Suw 2T go-
= £L 60 .
o 40+ o2 *
€ % SX 40
3 - 0.1 mg extractmL' >0
s 27 & 0.2 mg extract mL_"' 204
= -O- 0.5 mg extract mL’
v T T T T T 1 0~
24 438 72 96 120 144 0 01 02 05
Time (hours) mg extract mL™’
B 100- : D 120-
= DTSN e,
£ 80 g (} 100+
o :" —_
Zp oo Kp
oo 22 go-
T 40— -&@- Control I i
zZ % 0.1 mg extract mL' SZ 404
- -+ 02mgexractmi! > *
F3 -O- 0.5 mg extract mL"’ 20
o T T T T T 1 0-
24 48 72 96 120 144 0 01 02 05

Time (hours) mg extract mL™’

Figure 5. Scratch Wound Healing assay on scraped SK-MEL-28 (human melanoma (A, C)) and NIH/3T3
(murine embryo fibroblasts (B,D)) monolayers treated with total polyphenol strawberry (Fragaria x
ananassa, cv. Festival) leaf extract (0.1, 02, 0.5 mg extract mL~!) for 72 h. Afterwards, the extract was
removed, and the cells were kept in fresh media for another 72 h to allow for recovery. (A,B). Percentage
(mean £ SEM, n = 6) of Il confluence in the lesion over time, calculated as the area covered with ells
using the software Image J. (C D). Percentage (mean 3= SEM; nn =9 for SK-MEL-28, n = 6 for NIH/3T3)
of cell viability (MTT assay) 72 h after replacing the extract with fresh media. Statistical differences
(p < 0.05) in cell viability between the treatments and the untreated control are marked with an asterisk
(one-way ANOVA followed by a Bonferroni's post-test, GraphPad Prism, v. 9.4.1).

3. Materials and Methods
3.1. Extract Preparation

Total polyphenol extraction. Ripe strawberry fruits and adult strawberry leaves
(Fragaria x ananassa cv. Festival) were purchased from Fresas de Altura S.A. in Llano Grande,
Cartago, Costa Rica (permit R-CM-ITCR-001-2022-OT-CONAGEBIO). The samples came
from a greenhouse where they were treated with ozone against plagues. The plant material
was healthy, with no observable morphological or pathological alterations. The leaves were
green in color and approximately 8 X 5 cm in size. Extraction was conducted as reported
before [41]. Freeze-dried whole fruits or leaves were ground in a food processor (fruits) or
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in a mill (leaves; 1 mm, MF-10 basic IKA, WERKE) and stored at —20 °C until extraction.
The dried material was extracted by three consecutive water-ethanol macerations (1:10,
plant material to solvent). The solvent was eliminated in a vacuum evaporator (40 °C,
R-300, BUCHI), and the remaining concentrate was freeze-dried and stored at —70 °C.

Soluble and insoluble polyphenol extraction. Following the procedure by Lux
et al. [42], soluble free and conjugated polyphenols were extracted from 100 mg of the same
freeze-dried plant material, mixed with 3 mL of aqueous methanol (80%, v/v) for 1 min in
an ultrasonicator (Sonoplus, Bandelin, Germany), and centrifuged at 1718 x g for 10 min.
The supernatant was transferred to a fresh tube, and the extraction was repeated with 2 mL
of aqueous methanol (80%, v/v) two more times. The combined supernatants were dried in
a centrifugal vacuum-evaporator (Vacufuge, Eppendorf, Hamburg, Germany). For recov-
ering insoluble bound polyphenols, the solid remainder from the soluble extraction was
resuspended in 2 mL aqueous NaOH solution (2 mol L-1) and stirred for4 hat20 +1°C.
The solution was acidified (6 mol L! HCl) to pH 2, 2 mL of purified water was added,
and three consecutive extractions were performed with ethyl acetate, following the same
conditions mentioned above.

3.2. Phytochemical Analysis

The total polyphenol fruit and leaf extracts were preliminary evaluated for the de-
tection of flavonoids (Shinoda test), steroids and terpenoids (Liebermann—Buchard test),
alkaloids (Dragendorff test), and sapponins (foam test) [43,44]. Soluble solids were deter-
mined in a refractometer (ATAGO) as the percentage °Brix.

The total polyphenol content (TPC) was determined by the Folin—Ciocalteu spec-
trophotometric method, as described by Rojas-Garbanzo et al. [45]. Fruit and leaf extracts
were incubated with Folin-Ciocalteu reagent and sodium carbonate solution (75 g L~!) at
50 °C for 15 min, and the absorbance was measured at A = 620 nm (FLUOstar OPTIMA,
BMG LABTECH, Ortenberg, Germany). TPC was calculated against an external calibration
curve of gallic acid (10-80 mg GAE L~1, 2 = 0.9909), and it is expressed as pg of gallic acid
(>99% purity, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) equivalents (GAE) per gram of extract.
The results are shown as the mean + SD (n = 3).

The total flavonoid content (TFC) was analyzed by the aluminum chloride method
described by Fernandes et al. [46]. Fruit and leaf extracts (10 mg extract mL~! in methanol)
with 2% aluminum chloride solution (in methanol) were incubated for 10 min at room
temperature. The absorbance was measured at A = 450 nm (FLUOstar OPTIMA, BMG
LABTECH, Ortenberg, Germany), and TFC was calculated against an external calibration
curve of quercetin (0-160 mg QE L™}, 7 = 0.9981) and is expressed as mg of quercetin
(>99% purity, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) equivalents (QE) per gram of extract.
The results are shown as the mean =+ SD (n= 3).

To determine the chlorophyll and carotenoid content, the UV-VIS spectrum was
recorded at A = 200-750 nm (Shimadzu UV1800), with dimethyl-sulfoxide (DMSO) as a
blank probe. The pigment content based on the absorbance was calculated as previously
described [47], as follows:

Chlorophyll A (ng/mL) = 1247 Ages g —3.62 Aggo
Chlorophyll B (ng/mL) = 25.06 Asgo — 16.5 Asgs.1

Total carotenoids (ng/mL) = 1000 A =129 C4 =578 Cg

The protein content was analyzed using the Quick Start™ Bradford Protein Assay Kit
(BIO-RAD), following the manufacturer’s protocol. The total protein concentration was
calculated by comparing it against an external bovine serum albumin (BSA) standard curve
(0-2mg mL-, r2= 0.973).

The antioxidant activity was determined by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
radical scavenging assay, as described by Wanget al. [48]. Leaf samples (10 mg extract mL™!
in 70% ethanol) diluted in methanol were incubated with DPPH (0.5 mM in methanol)
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at 37 °C for 30 min in the dark. Absorbance was measured at A = 544 nm (FLUOstar
OPTIMA, BMG LABTECH), and the radical scavenging activity is shown as the DPPH
percentage inhibition = [Ac — As — Ab)]/(Ac x 100), where Ac is the absorbance of the
negative control (DDPH without sample), As is the absorbance of the sample, and Ab is
the absorbance of the sample without DPPH. The ICg (the concentration of the sample
required to inhibit the DPPH response by 50% with respect to the untreated control) was
calculated from the linear equation of each curve (Graph-Pad Prism, v. 9.1.1; GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). The ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) was
determined in the fruit and leaf total polyphenol extracts by the QUIMED Laboratory at
Universidad Nacional de Costa Rica, based on the method described by Zamora et al. [49].

3.3. Chromatographic Analysis

For the polyphenol quantification, soluble and insoluble strawberry fruit and leaf
extracts were analyzed as previously reported [42,50], with slight modifications. The
samples were dissolved in 1 mL methanol HPLC-grade, membrane-filtered (0.20 pm PTFE),
and injected (5 uL) in an ultra-high-performance liquid chromatography system (UHPLC)
coupled with a diode-array detector (DAD, Ultimate 3000, series TQH-E1-0288, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Polyphenols were separated on an Acquity UPLC
CSH C18 column (1.7 um particle size, 100 x 2.1 mm, Waters) maintained at 30 °C, using
acetic acid aqueous solution (7.5 mM, eluent A) and acetonitrile (eluent B) at a flow rate
0f0.25 mL min~!. The elution gradient was as follows: isocratic 95% A for 0.8 min, from
95% to 80% A in 5.2 min; isocratic 80% A for 0.5 min, from 80 to 70% A in 1 min; isocratic
70% A for 0.6 min, from 70 to 50% A in 6.9 min, from 50 to 0% A in 3 min; isocratic 0% A for
7.5 min, going back to 95% A in 0.1 min; and running isocratic at 95% A until a 30 min total
run. Peaks were recorded and integrated using Chromeleon software (version 7.3, Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA)and identified and quantified using UV-VIS wavelengths and
external curves of authentic polyphenols standards (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).
At least four replicates were carried out per sample, and each one was injected once for
UHPLC-DAD analysis.

Strawberry leaf soluble polyphenol extracts were also analyzed to obtain their untar-
geted phytochemical profile using high-resolution mass spectrometry coupled with liquid
chromatography. Reconstituted samples were measured using a Xevo G2-XS quadrupole
time of flight mass (Q-tof) spectrometer (Waters Corporation, Wilmslow, UK) coupled
with an Acquity UPLC H-Class. A 5 L injection was separated with a BEH-C18 column
(2.1 x 100 mm, 1 um) using a mobile phase gradient of A (water, 0.05% formic acid) and B
(acetonitrile, 0.05% formic acid), setting a flow of 0.5 mL min~!. The gradient consisted
of maintaining 5% B for 5 min, increasing to 80% at 10 min and subsequently to 100% at
11 min, and holding until 13 min to finish equilibrating the column to the initial conditions.
The column temperature was set to 50 °C. The mass spectrometer was configured to use
a capillary voltage of 2kV, a 40 V sampling cone, and a source offset of 80 V. The source
temperatures were set at 125 °C and 600 °C for the desolvation temperature, and the gas
flows were set to 150 Lh~! for the cone gas and to 1000 L h~! for the desolvation gas. Mea-
surements were made using the MSe acquisition mode in positive and negative polarities,
with a mass range from 50 to 1000 m/z, a scan time of 0.25 s, and a ramp of collision energy
from 20V to 40 V for the high-energy function.

The data were analyzed using Progenesis QI v 2.4 software with the Progenesis
MetaScope for compound identification, using the referenced databases for polyphenols in
food (Phenol-Explorer) [51] and flavonoids (Metabolomics]F, Arita Laboratory, Uchiyama,
Japan) [52]. Compound identification was assigned by matches, considering a mass error
lower than 5 ppm, an over 85% isotopic distribution similarity, and the assignment by de
novo fragmentation analysis of at least four fragments with a mass error lower than 5. The
resulting compounds from the Progenesis QI search were manually curated and evaluated
against the MassBank available fragmentation spectra. Tentative identifications were
assigned to the matched compounds and described by the compound subdlass.
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3.4, Cell Viability Assay

SK-MEL-28 (passages 59-70) human melanoma cells (ATCC HTB-72) and NIH/3T3
(passages 20-30) murine fibroblasts (ATCC CRL-1658) were cultured in DMEM (4.5 g/L
glucose, Sigma-Aldrich) supplemented with 10% FBS (Sigma-Aldrich), 1% L-glutamine
(4 mM; GIBCO), 1% sodium pyruvate (0.11 mg/mL; Sigma-Aldrich), and 1% antibiotics
(10,000 IU/ mL penicillin and 10,000 pug/mL streptomycin; GIBCO, Grand Island, NY, USA).
All cells were maintained at 95% humidity and 5% CO, at 37 °C.

The cytotoxic effect of the total polyphenol strawberry leaf extract in the SK-MEL-28
melanoma cells and the NIH /3T3 normal murine fibroblasts was measured by the neutral
red uptake assay according to Repetto et al. [53]. The cells were seeded onto 96-well
plates (3 x 104 cells per well) and treated in triplicate for 24 h, with the total polyphenol
strawberry leaf extract (0.05, 0.1, 0.2, 0.5, and 1 mg extract mL") diluted in a supplemented
culture medium. Neutral red dye (40 ug mL~!, Invitrogen) incorporated into the lysosomes
was measured at A = 540 nm (FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH). A linear dispersion
curve of the percentage of cell viability relative to the untreated control was calculated,
from which the half-maximal inhibitory concentration (ICsgp) was determined. The data are
shown as the mean =+ SD (n = 9). Each concentration was compared against the untreated
control by one-way ANOVA, followed by a Bonferroni’s post-test (GraphPad Prism, v. 9.4.1,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3.5. Photoprotection Experiment

SK-MEL-28 melanoma cells and NIH/3T3 normal murine fibroblasts were seeded
on 24-well plates (1.48 x 106 cells per well) and treated with total polyphenol strawberry
leaf extract (0.1 and 0.5 mg extract mL~!) before (24 h in culture medium), after (24 h in
culture medium), or during UV irradiation (UVA + UVB 25 m] cm™~2 in HBSS). Cell viability
was measured 24 h after UV irradiation using the MTT assay, as described before [54].
The MTT formazan salts absorbance was measured at A = 570 nm (FLUOstar OPTIMA,
BMG LABTECH), and the percentage of cell viability relative to an untreated control was
calculated. The data are shown as the mean + SEM (n = 6). The effect of each treatment
was compared against a control of UV-irradiated cells by a one-way ANOVA, followed by a
Bonferroni’s post-test (GraphPad Prism, v. 9.4.1, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3.6. Scratch Wound Healing Assay

To evaluate the effect of the total polyphenol strawberry leaf extract on the cell mi-
gration and proliferation, SK-MEL-28 and NIH/3T3 cells were seeded in 24-well plates
(1.48 x 10° cells per well). A cross-shaped flat wound was scratched in confluent monolay-
ers with a sterile 1000 pL plastic micropipette tip, and monolayers were treated for 72 h
with total polyphenol strawberry leaf extract (0.1, 0.2, and 0.5 mg mL-1). The monolayers
were photographed every 24 h, and the percentage wound area over time was calculated
using Image J (https://imagej.nih.gov/ij/, accessed on 15 October 2022). The extract was
then removed, and cell viability was measured after 72 h of incubation with fresh media by
the MTT assay, as described before [54]. The data are shown as the mean + SEM. The effect
of each concentration on cell viability (MTT assay) was compared against the untreated
control by a one-way ANOVA, followed by a Bonferroni's post-test (GraphPad Prism,
v. 9.4.1, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4. Discussion

This study compared the phenolic profiles of Fragaria x ananassa cv. Festival fruit and
leaves from crops cultivated in Costa Rican tropical highlands, showing a 122-fold-higher
total polyphenol content and 13-fold higher antioxidant activity (ORAC) in leaves than
in fruits, respectively (Table 2). The total polyphenol leaf extracts (70% and 95% ethanol
maceration and 70% ethanol infusion) showed the recovery of flavonoids by all extraction
protocols, while steroids and terpenoids were absent in all treatments. The 70% ethanol
maceration resulted in the highest crude yield (33.76%), the best total poly phenol recovery,
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and the highest antioxidant activity, and it was the only method that resulted in alkaloid-
free extracts. Similar yields (38%) were obtained by El-Hawary et al. [19] for strawberry
leaves using a similar extraction method. Thus, the extract obtained from 70% ethanol
maceration at room temperature was selected for the general phytochemical comparison
against fruits (Table 2) and for cell culture experiments (Figures 3-5).

Other authors [17-19,22] have also shown higher polyphenolic contents in strawberry
leaves compared to those in fruits, mostly ellagitannins. To further characterize the polyphe-
nol profile in strawberry (E x ananassa cv. Festival) fruit and leaves, seven polyphenols
(gallic acid, caffeic acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, rutin, ellagic acid, and quercetin)
were evaluated by UHPLC-DAD (Figure 1, Table 3) in soluble and insoluble polyphenol
extractions, also showing higher concentrations in the leaf extracts relative to the fruit.
Notably, gallic acid and rutin were the most abundant polyphenols in the insoluble fruit
and leaf extracts and in the soluble and total leaf extracts, respectively.

The specific profiles of bioactive polyphenols in strawberry fruit and leaves (Table 1)
exhibit wide variations depending on the location, genetics, ripening, growing methods,
and harvesting and storage conditions, and the results are dependent on the analytical
methods used in each investigation. Nonetheless, anthocyanins, which are rarely found
in strawberry leaves [18], have been consistently reported as the most abundant phe-
nolic compounds in strawberry fruits [8,55-58], followed by flavanols, catechins, and
procyanidins [55]. In contrast, ellagitannins are the most abundant polyphenols usually
reported in strawberry leaves [20,21,24], representing ca. 47.0—54.3% of the total leaf phe-
nolic content [21] and exhibiting up to 14-times-higher total ellagitannins in strawberry
leaves (151.78 =+ 10.66 mg g~ DW) relative to the fruit (10.73 + 1.49 mg g~! DW) [20].
Agrimoniin has been reported as the most abundant ellagitannin in several strawberry
varieties [18,20,21]. Other authors have reported cinnamic acid, ferulic acid, and quercetin
exclusively in strawberry fruit (cv. Lucy, Joly, Darselect, Selvik, Diana, and Clery), while
ellagic acid, kaempferol, and rutin were present only in the leaves of the same varieties [18].
In contrast, Skupiefi and Oszmianski [59] found quercetin only in the leaves of six straw-
berry varieties (cv. Kent, Elsanta, Senga, Selva, Elkat, and Dukat). The same authors also
observed ellagic acid in the fruit, but in concentrations four times lower than those in
the leaves, and the most abundant polyphenols in these varieties were not ellagitannins
but p-coumaric acid [59]. Gallic acid, caffeic acid [26], and chlorogenic acids [21,24] have
also been reported before in strawberry leaves. Several other phytochemicals have been
reported to be present in strawberry leaves but absent in the fruits, including terpens and
plant steroids [19], which have been less studied and warrant further investigation.

Some evident peaks remained unidentified in the soluble and total leaf extracts
(Figure 1). Due to the lack of purified standards and the vast diversity of the structural
isomers of flavonoids, the identification of these compounds in plant extracts is a challen,
that needs strategies for the proper assignment of tentative identifications [60]. High-
resolution mass spectrometry allows for the assignment of an elemental composition to
adduct ions within 5 ppm of the mass error, and, combining it with tandem fragmentation
spectra, it is possible to assign a putative identification to relevant features. Following the
nomenclature by Domon and Costello [61] for proposed flavonoid glycosides, it is possible
to characterize fragmentation patterns to obtain more specific information about flavonoids
aglycones substituents (Figure 6). This allowed for the identification of different flavonoids
families in the soluble leaf extract: flavonols, flavans, flavones, and anthocyanins.

Due to the cleavage of O-C bonds, glycosylated flavonoids present a fragmentation
leading to Yo~ or Yo" ions as the main product ions. In negative and positive ionization
modes, the formation of ions losses for an O-hexose [M-162 + H]*/~, O-deoxyhexose
[M-146 + H]*/~, and O-pentose [M-132 + HJ*/~ allows for the determination of the
glycan size and structure [60]. Additionally, the characteristic product ions of acyl groups
commonly occurring in the glycosyl part of flavonoids are also key to the assignment of
a tentative structure to detected features. Neutral losses for malonyl [M+H-86]*, galloyl
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[M+H-152]*, gallic acid [M+H-170]*, coumaroyl [M+H-146]*, and feruloyl [M+H-176]*,
among others, complement the assignation of defined identifications [62].

4
Yo Z OH le)

L
3A0
Figure 6. Nomenclature and common product ions of flavones and flavonols C-glycosides (A) and
O-glycosides (B).

Accordingly, compound 2 (Figure 2, Table 4) presents a 271 m/z ion as a neutral
loss of 162 corresponding to the loss of a hexose from the glycosylated pelargonidin.
Compound 3 presents fragmentation ions 465 m/z and 303 m/z corresponding to feruloyl
[M+H-176]* and O-hexose [M-162+H]J* neutral losses, where the 303 m/z ion corresponds to
the protonated quercetin aglycone. Compound 4 was also assigned to a quercetin aglycone
that presented 479 m/z and 303 m/z fragments corresponding to O-pentose [M-132+H]*
and feruloyl [M+H-176]* neutral losses, respectively (Figure 7A). Compound 5 presents a
neutral loss corresponding to the loss of one O-hexose [M-162+H}+ from an anthocyanin
glycoside. Compound 6 presented the formation of Ay and Y, fragments, kaempferol 7-O-
rutinoside being the only known structure to present that possible elemental composition
considering the formation of the 287 m /z product ion of the protonated kaempferol agly cone
(Figure 7B). Compound 7 presented an [M+H-176]* neutral loss due to the presence of a
glucuronide, and the designation of a kaempferol aglycone was confirmed by pseudo MS®
spectra with the fragmentation of the 287 m/z ion and its comparison to the MassBank
reference M5/MS spectra of lutein and kaempferol, as kaempferol presents fragments
with masses of 165 m/z and 153 m/z, as observed for compound 7. Compound 8 was
identified as a quercetin 3-glucuronide with an [M+H-176]* neutral loss, and compound 9
was identified as a kaempferol 3-(6"-p-coumaroyl glucoside) with the neutral loss of the
coumaryl galactoside group [M+H-162-146]*.
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Figure 7. Fragmentation spectra of selected compounds ((A) compound 4; (B) compound 6) with the
assignment of putative identifications and fragmentation patterns.

Previous studies have suggested the potential use of strawberries in cosmetic and
pharmaceutical topical products, providing possible antioxidant, photoprotective, and
anti-aging activities [63-67]. Hence, the bioactivity of the total polyphenol leaf extract
was evaluated in terms of cytotoxicity, UV-photoprotection, and wound healing potential
in human melanoma cells (SK-MEL-28) and in murine embryo fibroblasts (NIH/3T3).
The extract exhibited half-maximal inhibitory concentrations (Figure 3) within the range
considered as inactive (ICsp > 1000 pug mL-1) [68], suggesting low cytotoxicity in these cell
lines. Nonetheless, the cell viability at concentrations above 0.1 mg leaf extract mL~! was
already significantly lower than that of the untreated control in cell lines that are highly
proliferative. Therefore, experiments with normal human epidermal and dermal cells are
required to better evaluate the concentration limits of the strawberry leaf extract when
considering future topical applications.

Polyphenols may be successful photoprotectors since their structure is comparable to
that of organic UV filters, thus protecting cell viability by absorbing UV radiation [69]. They
may act as a sunscreen, lessening the oxidative stress, inflammation, and DNA damage
caused by UV radiation in the skin [70]. Notably, post-treatment with plant polyphenols
has prevented the UV-induced upregulation of inflammatory and metabolic responses in
NHEK normal human keratinocytes more effectively than pre-treatment, affecting mainly
delayed cellular events as opposed to primary photochemical reactions [71]. Our total
polyphenol strawberry leaf extract aided the recovery of melanoma cells treated with the
extract after or during UV irradiation and reduced the survival of the murine fibroblasts
pre-treated with the extract (Figure 4), suggesting a possible increase in repair and defense
mechanisms, a dampening of the UV damage to the cells, and an inhibition of cells with
genotoxic damage, respectively. Future investigations should explore molecular markers
to further evaluate how the leaf extract modulates oxidative stress, DNA damage, DNA
repair, and cell death in UV-damaged normal human cells.

The total polyphenol strawberry leaf extract also delayed or inhibited wound healing
in both cell lines (Figure 5). Although in conflict with the possibility of using this extract in
topical formulations, these results also suggest a potential for strawberry leaves to inhibit
or delay cancer cell proliferation and migration, which could be useful as a co-adjuvant in
anti-cancer treatments. Additionally, the anti-proliferative effect was stronger in the normal
murine fibroblasts than it was in the human melanocytes; thus, full tissue permeability
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must be considered in future studies to determine if topical applications may be restricted
the epidermis.

Interestingly, Zhu et al. [22] reported total polyphenols in strawberry roots
(179.2 + 13.0 mg GAE g~! DW) and flowers (181.8 + 13.3 mg GAE g~! DW) in similar
or even higher concentrations than those in the leaves (117.1 + 27 mg GAE g~! DW),
aswell as ca. three-times-higher antioxidant activity in the flowers. This suggests that
other underutilized parts of the strawberry plant may also hold relevant bioactive and
commercial potential, which is of interest for future studies.

5. Conclusions

Given their higher total polyphenol content and superior antioxidant activity relative
to fruits, underutilized strawberry (Fragaria x ananassa) cv. Festival leaves from crops
cultivated in Costa Rican tropical highlands are a potential source of apparently abundant
biomass with relevant bioactive potential, including possible photoprotective and anti-
proliferative activities. However, before considering eventual topical applications, future
experiments with normal human epidermal and dermal cells and tissues are necessary to
evaluate aspects such as the absorption, distribution, metabolism, and stability of the leaf
components, as well as in understanding the molecular mechanisms involved in normal
skin tissue responses to this extract.
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Anexo 5. Articulo 3 (publicado)
. molecules bP1)

Arlicle
Eliciting Polyphenols in Strawberry Leaves: Freliminary Exper-
iments in Fragaria x ananassa cv. Festival
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tuts Teerckigicn da Costy Rics, 1580050 Fronec $506 2550 9411, s-muik sncabrolstorse o

Abwtrace Polyphisls e plant Ly bl wiich h mtly ik a gl i
insducs] prosetoe mechensm, Fulyphmubs bave s gamsd imterest des o their el prog
ertises um husran bl Sy leae ey e apre-insdustrial wesbs material with el
bisactive polyphese] conbist, which could be incorporsted into cnoalar sconceTy sbradige.
Hermirvir, dui e it bow amninks tn planibs, polyphenesl productions nead b b g d et -
vy appleations, The obwetive of this & s B0 compare pulyphimol predustion in
strarburry [Frageris « ansnses cs. Feival] leaves in plents grnen in gresbouss condiions end
plants grown éx sitr, uking theee posdble alidee {7V Errad cnld e arul
Grivierall weagrtative affects wite marpioboglcall it 4, and specific polyphimali

compounds wers quantified by UHPLO-DADSMEME, Gallic acd was the most abundsnt polypbe-
nail Furundd i Ehe liaves, both in tioo and i pitr, Results showeed highar amounts and foser goos-
moulistiion e pacl yphussss in the in it reg 1 plants, Hghlightag the rd af in sitre s
v culEs e stratingies e predecing cempounds such e palyphissls in this spece and ollvar.

Banyreords: aliciburs; livves; pel yphumods: strawlbseery

1. Introdsction

Prdyphenols are plant secondary metabolites invobved in plant growth and develop-
Mprmmmﬂm:mncamhnmmmwm soveeral environmienial
bixitic and abintic stressors (Sharma of al,, 201%). Polyphenals are also interesting for their
capadties 1o regulate human metabodism ard to promcte human health (Rasouali ot al,
27; Cory of al, 20NE; Fraga ot al, 2019). However, pluumcmdnrymabnhm:mm
Bor less than 1% af planis dry wetght, which dissatisfies the commerdal demard (Bhaskar
ot al., 2022y Moreower, the indusirial production of pelyphenols has been limited by thedr
difficult extraction and costly synthesis, due to thelr comples: struchares characterized by
the union af several phenalic groups with very specific stierenchemisiry and wariable po-
larity (Halder ot al, 201%; Hano & Tungmuormitham, 2020 Cinoet al, X021,

Strawberries (Frogans ¥ anomessd) are a worldwide-available fnalt with relevant pod
yphenal conterd (Cdindtiz, 3715; Pieraso of a]umwhwmmbd-rmvapmpﬂm
(Glampier of al, 2015; Afrin et al., 3016} From a glebal production of over 12 million ions

Relnlarualion 2004, 39, = beftp (il ooy 1 (LS9 s wrwrw Sl comfearmalimnlseu b
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por year, circa 31 of strawberry produdtion cormesponds to vegetative waste, which is
grenerally discarded (VillamilCalindo et al., 2020, 2021). | Monetheless, stranwberry leaves
e b found bo-eschabit b gher polyphenod content and higher antioddant activiey than
grawhberry fraits, representing a presamably relevant souroe of uresplobied biaactive bi-
omass (Salas- Aras of al, 2009). Furthermone, 25 a Semperate crop, rophcal highland strawe
berry crops have been less srudied, even though ircreased polyphenal acoumudltion and
diversity has beren shown o aocar inoother orops under the kdgher temperatares, longer
photoperiods, and increased LUV imadiation conditions of lewer titodes (Calvo-Castro
ef al., 2.

The guantity and quality of polyphencls in plants depend on several factors such as

genefics, growth conditions (light, emperaiurne, humidity, soil, saliniiy), physickgical
matarity, processng and storage (L of al., 2012; Sharma et al, 2019 Several biotechno-

bogical praduction systems have been lested for enhancing plard metabalives yieldd, inchad-
iy selection of high-yielding nes; plant cell, tissue and organ culiure; precorsor feeding:
eliciabon; large-scale culivation in bicreactor syshems; genetic engineering: and biotrans-
formation (Wikon & Roberts, 20102 M. Al Ehayr & M. RNailk, 2008 Marches of al, 2020;
Bhaskar of al., 2022}, Several sirabegies have been tesbed on strawberry crops o enhanoe
plant growth and quality {peviewed in {Garza-Alonso et al | 302)) Hoseeser, most studies
hiawe fpnased on the: frait

Besides from collecting strawberry keaves 2t the end of each crop cpce, and o avold
harting strawberry Froit (the cconmmical- and ratrifienal-relevant prochect) quality and
yiedd, vegetative palyphenal production coald be explodted and even enhanced wia i sitre
plant and tissue cultare systems, ingether with the use of exogenous bintc or abiotic elic-
ipors bo induce plant secondary metabnlism responses, which may resalt in increased pro-
duction o I new rmes of Binactve compounds (M. Al Khayrl & M. Naik, 2006, Khan of
al., 20; Bhaskar of al, M122 Curw et al., 202} Previcuns studies in strawberry crops have:
achiewed enhanoed leaf size and rumber and increased phenolics and antiowddant capac
ity using eliciiors suach a5 humde substanoes, protein hydrolysaies, microblal supplemen-
ation (micrcalgae, bacieria, imngl), plant exiracts, blopolymess (eg. chitosan), minerals,
diverse nanoparticle and compost formulations, and abictic stimulants such as nliravdole
(L) and visihle Hghi, beat, oold, and magretic field exposure (reviewed in (Garza- Alorso
ot al., 20X

Far this snady, we conducted a prefiminary evaluation of podyphenal production in
dgrawherry (Fx onsmiss ov. Festival) leaves from plants regenetated fe sifr with thnes
easy-to-implement and iwscpensive eliciior reatments (LW irradiation, low overndght
temperabures, and follar cysteine), and companed thedr palyphenol conbent with thoee of
leaves from plants grown in greenbouse conditions in a tropleal kghland ensironmient.
Tovthe best of our knowledge, this is the first report showing polyphencol elidtation in the
eaves of strawberry ov. Pestival foom Costa Rica

2 Kesulls and Discassbon

Far establishing the plants in pitva, o disindection protoools (Tabbe 8) wene applied
o strawberry (Fraganks ¥ smswasss o Festival) apical and adllary runness (1= 24, cach)
from greenthouse plants. Cisinlectant Gamba Owd was mioee effective §1.67 £ 1504% and
4100 + 200% apical and axillary rurmers saccess, espectively) for the elimination of cone
tamninanis than reatmient with chloring (B8.53 = 15.95% and 6500 + &08% apical and axil-
lary rummners suoness, respectively )L Cherall, suooess rales were very similar bebwern apical
7500 = 15.67%) and adllary (FEM = 14.81%) explants. Micopropagation of the estab-
Bished in wiire strawherry plants in MS medium supplemenied with 0%, 1, and 1.5 mgfl
BAF showed sprouting sith roots in all concenirations afier & wesls. However, in sftm
planis with 0% mg L* BAF had slightly betber gualitative morphological developmend,
and subsaquent aulham: was continoed only with this formualaton. Afer 12 weeks, fwo
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generabions (F1-F2) were produced, cormesponding to 105 i st planis with a yield per-
centage of 95.8%.

Total palyphenal conbenit {mg GAE g dry weight} in the i it and in pime siraw-
berry plants {F. ¥ anangsza cv Festival) treabed with UV irradiadion, cold exposune and oys-
tedma: fior 15 days was wery similar i thelr respective unireated controls (Table 1) Hiose-
ever, iofal polyphenol content was about 2 rimes higher inthe e it plants relative b
the groecnhmass-grown secdlings. Inoreased or differential binsynithesis and acoomulation
of sevondary metabalites in the in pifro regenerated plants relative o their in mioo or e
sifro conmilerparts has boen reparied inother plants {reviewed in Matkowskd, 2008 high-
lizhiing the relevance of this biolechnalogical strabegy for producdng compounds aach as
palyphenals in higher amounds and faster than in oonventional crops.

Tabls 1. Tegal polypismal conbed (mean & 509 defermined by e Folin-CiocalBeu metbed in strawe-
berry (F. 1 ananesa cv. Fastival] leaves afier 15 days trvatmamt with thres sdicgons (LY trediabon,

cubd srcpesasre, e cyubsina in witre (n=3, Pt for 1) s i oo [ = S
T 'I'mal..pm.vpl'ﬂnls imgGAE g D:W:l
In zitm In mimo
Uritreated conirod narre 10618 = 17,06
L [-254 nen 250.4% = 119594 11754 = 1394
Cipdd 147 f:_l M5 5% £ 5500 TI257 = 1912
Cysteing (200 mig L) 21590 £ 8130 TI0.54 2 1675

%, dry weight. *Dwe o low biomass, all en replicabes had 1o be pooled together for
analysis. There were nin statistical differences {F < Q05) between eatmenis in wm [woe
tadled wpaired i best; GraphPad Prism v, 10011, USA)L

Although moial polyphenol production was apparently not afiecied by the elicior ireat-
menils, there were differences in the spedfic polyphenals detedted and quantified by
HPLC-3A5M45- DAl Si polyphenals were idertified and quardified in the: beaves from
boith fa méva and in pitro planis (gallic acid, caffede acid, chlorogenic add, p-coumaric acd,
ellagic acid, and querceting (Tables 3 and 4). Two other polyphenoks, rutin and (+)-cate-
chin, were presend anly in the i roo {in iraor amourds) or in the i pile planis, espec-
tvely. As reported before for this caltivar (Salas-Arias of al., 2023, gallic acd was the
minst aburdard polyphenol foand inthe keaves, both in oo {in the insnluble fraction) and
i oidre, in micet trealments (exoept for the: cysieine-treabed ir ofoe plants, where rutin was
the: moee abundani polyphennl]. Moreoswer, in accordanioe with the intal polyphenal re-
salts, gallic ackd comcentrations werne also higher in the in pilro plants (Table 2) relative i
the: greenhouse-grown stedlings (Table 3).
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Tabls L Spcific plyphemecls (mwan & SEM; == 3} in strawbsrry (Frapania 1 anarsa o, Fostioa) b from in i plants disecminid by UHPLC-DADMSMS
iy 15-ddarys briartrmmd vt e abicttons [LUVE erachabion, evermight 4 °C sxpiosusi, and 30 my L cyséainel.

Polyphenol congentration in pg mg* DW

Retention time UV/Vis wavelength  [M-H): lon products

Peak Compound ) NG Ciodd Cystoire
{min) {nm) [miz) Conirod (254 ) w0 210 mg L)
1 Calllic acid 205 ANz 18273 51,155 15148 350 =943 S0 £ ZNIAT 62z W53
FJ |+]4:ﬂ1fﬂ1ll'| 213 2nzre 2, A, 245 o.ooms (003 = (KD (00 + (LO00S 0002 + 0.0001
3 Caffeic acd a5, 216 240/3 1007, 117, 135 L 295977 0l 2 347 1L
4 Chiorogenic acid 889 2153H 353: 135,199, 191 nd 1505 =15 14.18+ 081 Bubh+ 134
5 pecoumaric acid 1051 A0 16393, 117,119 1A H13=45 353+ 1487 3200+ 14.02
7 Ellagic acd 11.1% 196254 5t 3N 188, 229, 257 113 DR =05 14.66+ 925 HaS=184
] Chuercetin 1351 20230 30:11,15 ZIhEl nd n.d 3617 = 5498
el = ek il Dhuie b lirw ismass, the drebind liavs v poinlied in thees grorups of ben niplicatss sach, palding eody sne comtre] poolind sempls. There wirse
iy egnificass G E whicttir at prot (005 (Eorushal-Wiallis tist fullowed by Dunn's smaléiple compansen best within sach sine; GraphPad

Priam v. 1011, USA)

Tabla 3. Specific polyphimels (meen + SEM; n = 4)in soluble {fnad) and insoleble (Bound) pel yphimel fracSoes of strawksrry (Fragaria @ memases on, Fostind) leaves
from grovedbeuss-grown ssdlings determined by UHPLC-DAD-MSMS after 15-days treatment with e separats elictens (UVC breadiation a2 25 nm, overnighe
£ "C wnpioseare, and 200 sy L el cywbainal

Polyphenal concentration in pig mega DW extran

Retemtion:  U¥/Viswave:  [M-H]: lon products

Peak  Compound fresiuable fraction Saluble fraction
time {min)  lengh frm) fmyz) - - - :
Ve Cnld Cysieine (I Cnld Cysiving

1 Callic acd Pl ] AN 16979 51,125 MMN+eTd  51I7+114°  547+0072 002 0552002 2 = (IS
3 Cailfieds acid 851 e 4030 172107, 117, 135 141 058 ET_E Lk 203+ 05 386027 037008 Iz 05
4 Chlorogenks 20d L P e vl X 135,17, 19 rud. 281 0TS nd. 12006 051:015 A2 =022
-] peomiamans ackd 1051 i e i) 16333, 117, N7 131023 143633 15611008 es 00 085205 L35 =207
] Farin 1063 b P e e :i;::;m' M5T+3202 FEI+1403 19AT210 436 +0AT  189:045 352 =043
7 Ellagic acid 1115 19,54, bk 300: 185, 189, 157 065+ 024 11Zed®0 OFp+040 o0 019:00% 000 £ 00
-] uerordin 1591 b Ppa T | AH: 12, 151 rd. 19957 nd. 113001 016+00N0 12 =0

el mmok diborted Tharra v no sigead i : dncttir br il p o DU, (Ko al- Wallsss dusit fioll s by Deann'’s mulsiple commpartecn: st

within sk rus: GraphFad Prism v. 10.1.1, US4).
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Of note, chiorogenic acid was found ondy In eficitor-treated plants, and querostin was
present in it only In the cysteine-treated plants, In concentrations 15 times higher than
in the untreated control. (+)-Catechin and chlorogenic acid were also absent in untreated
groenhouse grown strawberry (F. x smanessa ov Festival) leaves I a previous roport,
where quercetin was also found in much lower concentrations (Salas-Arlas et al, 2023)
These three compounds warrant further investigations in the future as possible targets for
polyphenal eficitation in strawberry leaves. Kotsuply ot al (2023) alko reported higher
phenolic acids concentrations In strawberty (F. ¥ ansmasse ov. Solnechraya polyanka)
plants in vitro, and higher quercetin and (+)-catechin content in greenhouse accimated
plants. These authors suggest that reduced stress load @vors the accumulation of phenolic
acids tr vitro, and that they are transtormed into cell-wall-bound speckes during green-
house growth due 1o lgnification and increased stress conditions. Accordingly, all poly-
phenols quantified i nitv In our study were present in mauch higher concentrations in the
rsoluble fraction, suggesting that the polyphenals detected in the strawberry keaves con
sisted mostly of insoluble cell-wall-bound phenolics, with only very few amounts of sob-
wble species.

Finally, we also conducted a morphological characterization of the plants to evaluate
the effect of the elicitors in general plant growth and developenent. I étro, the UVC and
the cold treatments induced significantly (p < 0.05) longer leaf lengths relative to the un
treated control (Table 4); UVC also caused significantly more leaves and buds. I ofoo,
only the lergth of roots and stems were significantly increased by the elicitors, and only
by the exposure to low temperatures (4 “C) or to follar cysteine (200 mg L*) (Table 6).
However, none of the treatments increased plant blomass relative 1o thelr respective con-
trols, fe woo or ix ortre. These results sugsest that normal plant growth was not impatred
by the treatments in the short term. In a preliminary test, we exposed strawberry plants
ire oive and dn vitro to 30 days of UVC, cold and cysteine treatments together, and observed
no redevant changes In plant morphology relative 1o the plants expased 1o these treatments
only for 15 days (data not shown). However, corsidering that the economically relevant
product is the strawbesry frult, future studies shoald evaluate the effect of these treat-
ments an crop yiedd and quality in mature plants

Table 4. Morphologcal char ton 1 SD) of strawberry (F. x <o, Fostival) ix it
plants (x = 30, exoept for contred with u = 10} after trastment with three eliditons (UV icradsation, cold
exposure, and cysteine) for 15 days.

uvC Cold Cysteine
- it (254 nen) (#C) O mg L)
Length of the longest root (cm) 059 £093 1492020 1.39=048 133208
Length of the longest stem (am) 2142086 2932099 2662101 2492059
Length of the longest leaf (om) 058 £02% 123 £02%° 121:030° 110032
Width of the longest leaf (om) 099023 1182029 1.06=0.31 1152033
Total amount of leaves 1950+ 530 B3I 249 39392 210449
Total amount of buds 300 2082 547 +278° 387=1.% 47214
Fresh weight leaves (g) 055+028 0.59 =042 0.39=0.37 036024
Daffersmon (p < 0.05) in treatemwnts redative o thar repective control were andyzed by one-way
ANOVA followed by Durswet's Test (GraphPad Prisen v. 10.1.1, USA), and are masked by astensis.
Table 5. Morphological characterization (mwan ¢ SD) of strawberry (F. 1 snancos oo, Festival) groen-
house-grown seedings (n = 6) after trvatrmest with three dicton (UV urad cold wxposure,
and foliar cystwine) foe 15 days
ove Cold Cyimine
Parameter Control %3 ! 4 A P
Langm of the longest root (am) i1 EX

Lanz of the longest stean () 728054 §96=13% 9.52=039¢ 907=115
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T Py E————— IFE03T 1004 TEE00E TW0a
Tiadeh of the lengest laf {om) 13 =020 ITR=03T 1M=030 Ie5=035
Towl amommt of leanes 1267314 135015 143335 1500=4.10
Toal amnount of bods 433121 S1TE075 $33+121 IB=1M
Frmsh wmight kaves () 108 =021 08g=023 137=0.41 135=05%
Crdferences {p < 0U05] in Erestererts relative Bo ther e | werw d |
AMOWA followsd by Dussstt's Test (15 days) (GraphPad Prism v. 101 L.,.'Ll"ill'l. amd :r-rmlrhd
by asterisks.

[hae to the small sample siee, it was not possible to statistically compare the differ-
ences betwern the dicior reatments; howewer, a principal component analysis ([PCA)
(Figare: 1) suggests that gallic acd was the polyphennl miost influenced by the elicibor
treaiments, amongst which the cold treatmnent had the moee weight. Cold tolerance is an
imitrimsic characteristic of F. ¥ sminessa, a perermial plant, which ts mostly grosen in fem-
perabe cimabe z2ones, freezing in the winder and me-growing in spring (K ochler of al., 2015).
Coold stress has been shown o incdhuce polypheniol symithesis as anficodd ands in strawberry
fruits and other plants (Koyama of al, 2022 Civen that the cold treaiment mdwuced large
keal size in pitro, which could franslate io larger biconass, and oonsidering that ropical
highland sitaseberry crops randly frecze, future experiments should consider the nebe-
vanor of stimulating cold-regulated resporses in the shikdmate pathway for palyphenal
accummilation, particolarly using in pitro pland production sysiems.

:}gm o h]iﬁl T
L |
# 1
i | X -] - -
Sl P L - — e N R i .
: [ 5
Y ] ;
Edm- r I 30 ..':H -I".-vl-liH-'
= 300 | =
1] i =
£ 300 S P £ . 1
,;i,dbp_; T om0 18 28 - 38 H E. o
PO (3 B vpraroe sl P HETEE waipns pgkited

Figure 1. Precipal coemporsmnt analysis (PUA) of specific polyphimaol aonbent i strawbsrry (Fraganiz
zanan e ov. Fatival] lsavwes from plasgs grown in vdee (o) ased in oo [b] afer treatmess with three
wlicatens (UTV irradiation, cold s anal folar ine) fer 15 days fGeapiiPad Prisemov. PLULI.,
LISAL

Tw the biest of oo knowlesdige, this is the frst report comparing the palyphenal profike
of F. ¥ ammassy ov. Pestival leaves in plants grown in a moplcal highland environment
umnder thres pol yphenol-eliciting ireatmenis e oitm va their counierpants i site, showing
higher amourids and fasier acoumulation of polyphenods i the e pilro regeneraied planis.
This information should be considered in further experimenis using other blolechmologi-
cal sirategies, such as large-scale culdvation in bioreacinr sysicms.

3. Materials and Methods

HReagents and chemicals. Sodium hypochlonse (3%), dimic acd (=%9% purity} and
ascorbic acid (29% parity) were purchased from LABOUD CF (Alajuela, Costa Rica).
Camba Chd® (2% hydrogen peroadde, 1% peracetic add, 2% acetic acid) was purchased
from BACKAM 5.4 (Alajuela, Costa Rica). Agri-mydn® 165 WP |cooyietracycling +sirep-
tomyoin sulfaic) was from Pizer 54, (Méioo-Toloca, Mideo). Afungil® 50 WP {beno-
miyl) was from SERACSA (Cartagn, Cnsta Rica). &benzylaminopurine (9% purity) and
Murashize & Skoog macee- and onicronuirient salt bases were obiained from PhytoTech
Labs {Lenewa, ES, USA)L Loysieine, Folin & Clocalien's phenol reagent and gallic acd,
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(+)-catechin, caffeic acld, chlorogenic acid, p-coumartc acid, ellagic acid, quercetin, and
rutin (all standards >99% purity) were abtained from Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Methano! and ethyl acctate (>99% HPLC.-grade) were from Hoeeywell Ricded-de-
HaenT™™ (Muskegon, M1, USA)

Plant material. Strawberry (Fx smnassr ov. Festival) plants weee obtained from
Fresas de Altura S.A. in Llano Grande, Cartago, Costa Rica (permit R-OM-ITCR-001-2022.
OT-CONAGEBXD) and they were kept in a greenhouse at Costa Rica Institute of Technol-
ogy (Cartago, Costa Rica) with natural temperature (17-25 “C) and light (~12 h daylight)
conditions (August to December, 2021}, and they were watered daily in the moming and
in the afternoon.

In vitro culture. Introduction and multipication were based on the protocois by Ji-
ménez-Bondlla & Abdelnour-Esquivel (2018). The explants introduced in witre consisted in
runnees with apical meristems and runners with axiliary meristems (appeoximately 3 om
long). For disinfection, explants (1 = 24, cach) were treated with surgical scap, water, Agri-
mycin® + Afungih® and a final step of sodium hypochlorite (treatment A) or Gamba Oxi
(treatment B) (Table 6). After disindection, the explants were rinsed theee times with sterile
distilied water In aseptic conditions and kept In an antioxidant solution of sterile citric
actd (300 mg L) and ascarbic acid (300 mg L') while they were introduced in cylindrical
test tubes containing 10 mi of a complete standard Murashige & Skoog (MS) medium
(Murashige & Skoog, 1962) without growth regulators. The pH was adjusted 10 5.7 with
NaOH 1M. The explants were incubated in a diean room for 8 days at 27°C in darkness,
followed by light expasure (with a photoperiod of 16 light hours at 2000 hux and 8§ hours
in diffuse light) for 4 weeks. Contamination was evaluated every week. The aseptically
established plants were subsequently grown in complete MS medium with 6-benzyla-
minopurine (BAP) in different concentrations (0.5, 1, and 1.5 mg L*) and subcultivated
every & woeks.

Table & Disiné B | cf struwberry explants fur i virw cultsre.
Treatment Warking Incubation time in
T Concentration ____agitation (min)
A Surgical soap . 10
Water . 5
Agr-mycin® + Angil® sglidgls 15
NaCI0 % 15
B Surgical soap ‘ 0
Water . 5
Agnmycin®@+Afungil® 0Sgl.08gl: 15
Camba Ol 40, 5

Elicitor treatments, Throe elicitor treatments (UV vadiation, cold exposure, and cys-
teine) wore tested in strawberry (F. ¥ anansess ov. Festival) seedlings kept ina
or in vitro plants. For the cold treatment, the plants were incubated at 4°C for 12 hours
daily in the dark. The UV treatment conslsted of irradiating the plants with 254 nm (UV-
C) tor 7 minutes each day at the same hour. Finally, 7 mi foliar cystetne (200 mg L) was
applied daily over the leaves of each secdling, or it was added once to the semisolld me-
dium (i o plants) at the same concentration. These treatments were established from
tests, based on practicality, local avallabelity, and cost. The scedlings were
exposed to each of the three elicitoes for 15 davs (s pivo and ia wire) to evaluate thelr
ndividual effects. However, due to Bttle changes in plant morphology. a second experi-
ment was conducted exposing the plants to all elicitors combined for 30 days (in wm).
Morphaological features were measured in all plants at the end of the experiments.
Folyphenol extraction. All the leaves from the plants i ofoo and ix o1t were freeae-
dried and pulverized In a food prooessor. Insaluble (cell wall-bound) and soduble (free,
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sodubde ester-and ghyocside-bound ) polypheniods wene extracted wsing agueons maetharol
and cihyl acctake, resprctively, as described before (Sanbagn of al, 207, Lox ot al, 2030
In the in it plants, due to low biomass, the dried eaves had to be pooled together in
thre groaps of 10 replicaies cach (= 31, resuling ina single conirol sample; and the dried
materal was only solubilized in metharol (10 mg mL1) before the chromatographic anal-
i

Total polyphienol content (TPC). TPC was determined in the waler-sthanal extract
(in mivo plants) o in the methaniol -solubilized beaves (in pilro plants) by the: Folin-Clocalten
miethod (Rojas-Carbareo of al., 2022 TPC was calmalated by comiparing with an extemal
calibration caree of gallic acd (1080 mg L1, @ = 09863) (2995 parity, Sigma-Aldrich,
111

:lllllrn-alngu.ph]c amalysls. The methanol-dissolved samples were analyzed inoan
ulira-high performance Bquid chromatograpby system (UHPLC) with a trple quadmapole
miass spectromicter (VSRS and a diode-array detector (DAl Uldmate 3000, TS0 En-
dura, sevies TOH-E1-02, Thermo Fisher Soenbfe, Massadsetts, [SA) as proviously
reporied | Lus of al, 310; Fratiarni ot al., 204} Mass detection of polyphenols was donie
with an eledrospray fenization (ESI) sounor: aperabing in negative polarity with SEM scan
minde with a cyche time of one seoond. Mass settings were 25 ollows: spray voltage, 2500
V negative); sheath gas fosw, 50 ark; auxdbary gas fow, 10 arb; sweep gas fow, 1 arb; ion
transfer habe bemnperatuee, 300 0 vaporizer emperaiure, 350 90 and onllision induosd
gas. 1.5 mTarr. Peakswere analized with the Chromeleon softwarne (version 7.5, Ther-
minfisher Scentific) and identified and quantified by UV-¥is wavelengths and mass spec-
trausng extemal curves of authentc polyphenel standards (Sligma- Aldrich, USa) g
beast four samples were aralyzed per featmeenit and each one was injecied oroe for
UTHPLC 3453450 D analysis.

Statistical analysls. Mormality was lested and differences betworn the unbreabed
comibrals and the elicior reatments were caknulaled with a bwo-talbed upaieed §best, a one-
way analysis of varanoe (ANOVA), or with a Kruskal-Wallis test, with ooeresponding
poest-ban bests. A principal component analysis (oenter method; princpal oomponenis se
bected based on elgervahnes greater than 1) was oonducied bo evahaaie relabionships be-
teepen cdicibor treatmients and polyphenal content. All statistical analysis were performed
with Craph-Fad Prism {v. 10.1.1., CraphPad Softwane, San Diego, CA, LUSA)

Skatements and Declerstions: The suthors dedame no coedlia of trisnss. This afide dies not oom-
bxin amny sbachies with humes or isdmal solgects performed By any of the ssthorn. Dafesdts e avail-
albda Eroms the cormesposding author en: reesonabls nguass.
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Incorporating strawberry leaf extract
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topical gel and cream formulatlons
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Keywords
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Abstract

Barry frults are an Important scurce of polyphenols with bensficlal antloxidant properties for
human health. Howsver, highsr bloactive phytochsmical contsnt has besn reported In bermy
laawes. which are usually discarded or underutiized. In thig study. a hydroalcoholic sdiract with
ralewant polyphenol contant obtalned from strawberry lsaves (Fragans x ananassa ov. Festival),
an agro-industrisl waste matsrial, was Incorporated In two commerclal toplcal formulations
(aqueous gel and ollfwatsr creamy, In three concentrations of active Ingrediant (0.02. 0.1 and
1% strawienry leat extract). The physlcochemical properties of the formutations wena monitored
tor 45 daye at differant tempsratures. FParticle size and stabliity analyels showead that the cream-
bazed formulations were the moet optimal for the development of a toplcal prototype with
potantlal bloactve scthitles

Palabras clave
Exiracios naturales; hojas; polifenoles; frasa.

Resumen

Laz bayas son una fusnte Importants de polifsnclas con propiedadss antloxidantes bensfclosas
para la salud numana. Bin embargoe. se ha reportado mayor condenide de THoguimicos
blozctivos en las hojas, lae cusles generalments 56 desschan o s& subutliizan. En este sstudio,
g6 Incorpord un extracto hidroslcondlico con contanido relevants de polifsnolss obtsnido de
hojas de fresa (Fragara x ananssss ov. Festhval), materlal de desecho agroindustrial, an dog
tormulacionss topicas comerclales (gel acuoes y crema aceltsjfagua), en tres concentraciones
de Ingredients sctivo (0.02, 0.1y 1% extracto de hoja de fresa). Las propledadss Nislcoguimicas
de ks formulacionss 86 monfiorearon durants 45 diss a diferentss temperaturaz. Bl anallels de
aztabilidad y tamafc de particula mostrd que las formulacionss a base de orema fusron lag
dptimas para &l desamolio de un protolipo topico con potenclales actividades Dloacthss.

Introduction

Strawberry leaves have been Idenifisd as a potential source of apparently abundant blomass
with relevant bicactive components, parficularty antioxidant polyphenciz [1]. [2). [3] [4].
Previous siudles have repored possibls antloxddant, photoprotective, and antl-aging acthitles
In coamstic and pharmacsutical topical products contalning strawbsrry components [5]. [8], [T1.
[3]. =0

Bloactive phytochemicalz could replace soms of the environmentally contaminant chemicalz In
cosmetics, while potentlally providing added heaith benafits, particularly In skin-care products.
Morsover, such bloacive phytochemicals are avallable In Industrisl and agricultural wasts,

which are oftsn unsxplolied and could be Incorporaied Into smvironmentally fisndiisr product
dealgn.

The purpose of thiz study was io evaluaie the phyzsicochemical properiiss and general stability of
gel and cream prototype formulations contalning & strawberry [Fagans x 4nanassd ov. Feathval)
lear extract (SLE) rich In polyphenolz [1]. A similar gel formulation developed by Aullya ot al.

63



\g’\

\in=e
v

Ministerio de Ambiente y Energia @%ONAGE

Comisién Nacional para la Gestion de la Biodiversidad
(CONAGEBIO)

Tecnoiogia an Mancha. Vol 37, aspecial. Noviembne, 2024

238 | ) Aniversano del Cantro de Irnestigacidn en Bolscnologia

[10] contaimng 1% strawberry leat extract ehowed an SPF bamisr protection efflcacy of 59.94 =
0.260. Meanwnils, Sllva of all [11] proposed that Indusirial-scale production of a gel-craam with
17.5% sfrawbarry leaf sxtract could gain relevant profitability In the short tarm.

KMethodology

Aqueous gel (watar, carbopol, Alse barbagensis axtract, ghyoenn, sodlum hydroodds 0.001%,
and phenoxysthanol) and oll-in-water craam (watar, ghyceryl stearats, cetaarsth-20, cetearsth-12,
catsaryl aleohol, cetyl palmitats, sodlum polyacrlats, Aibe barbedsnsis extract, ghyoerin, and
phenoxysthanol) bass fommulations wsrs providad by Samirs Dreams S.A L. (Costs Rica). The
hydroalcoholle strawbarry lsaf exiract [BLE) was preparsd from strawberry ksaves [Fragana x
ananasea ov. Foethval; Llano Grands, Cartago, Coeta Rica; permit A-OM-TOR-D01-2022-0T-
COMNAGEEID) as reported bafora [1].

GLE contsined 108.83 + 4.66 mg gallic acid equivalents g dry welght (DW) total polyphenols;
10.25 + 0.60 mg quercetin squivalents g DWW total favonolds; 57.53 = 56.84 pg mg' DW galllc
acla; .82 + 487 yg mg" DW carfelc Gokd; 5.70 = 2,68 g mg" DWW p-COUManc &cid; 7.14 = 5.40
pg mg' OW ruting 2180 = 38.72 pg mg” DW ellagic acid; 19.44 = 3.88 g mg" OW qusercstin;
and 2816 + 281 ymal trollee equivalents g DW oxygen radical absorbance capacity (ORAD) ag
reporied before [1]. ELE was addsd to gel and cream In three concentrations (0.02, 0.1 and 1%)
In triplicatss, and they were moniionsd macroecopleally for 45 days at 4 *C, room temperatura
{~26 *0), or 37 0.

HHE{HGQ}' MESEUrBIMants Wers PEIFTCI'TI'I'BI:I at 2324 °"C In a rotational rhecmatsr {.l:'."ﬁﬂ G2,
WatsraTh, Gemmany) at Centro de Investigacion en Olenclas & Ingsnisna de Matsriales
(CICIMA, Unhversidad de Coeta Fica). The pH was measured In reflsction photomster (Quarnhorh
i Rslax, Machsray-Hagsl @mbH & C0., @smany]. The hydrodynamic dismetsr. polydizpareity
Indsx (pdl) amd T-potentlsl of the particlss from cream and gsl samplss diszolved In watsr (10
mg mL-1} wers measured In a Zetaslzer Mano (Mano ZE, Malvsm-Panalytical, UK) at Oentro de
nvestigacion y de Sendcioz Cuimicos y Microbloldgiooe (OEQUIATED, Instituin Tecnologico
de Oosta Rica) a3 reporied befors [12]. Total polyphsnol contsnt was determined by the Folln-
Clocaltsu method as deacribed previously [1]

Microblal contsnt was dstermined In 4 random sampde Dy standard methods (FT-hIC-35
Petrifiim, ~0A0 887 02 FT-RMIC-37 Pstrifiim, PT-R0-27 Patrilim, A0AC 89114, AQAD 293 08,
and Saciius sp. eslecive madium) at CEQUIATEGD.

Resuls and discussion

n thiz shudy, toplcal gel and cream formulations wers supplementsd with 0.02. 0.1 and 1%
strawbermy | Fragana x anangseaov. Festhval) leaf extract (ELE), and thalr gensral physicochamical
properiies and stabllity were evalusiad in freshily prepared eamplas and after 45 days In diterent
tempsraturas [13]

mmediatsty after praparation, the gel and cream topleal formutstions with 0.02, 0.1 and 1%
sirawbhemy leal exiract (SLE) wers centrifuged at 000 rpm for 30 min at room tempsrature,
showing no observable changss (no preclpitaies, no phass separation). Mo contaminating
microorganiama (fMlamenious fungl and yeast, Staphyococcus sweus, Tascal colforme,
Exghanichia ool and Saciiig 8p.) were detected In a random sampls of the fommulation:s.

The gl formulation showed lowsr apparsnt viscostty (presentsd on kog,, for bether appraciation)
compared tothe cream ayatsm (Figure 1). In general, for both syetems, areduction In the apparant
vigcosity with the Increass of the shear rate can be observed. This ks characteristic of a non-
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Mewionian behaviour and Indicates that thess systeme have zheared thinning charactersticos.
Additicnaiy, the apparent viscosiy osorsased with the Inoreaes of the sirawberry leal exiract
concentration In both aystema (Figuns 1), This vizooelly reduciion behavicwr has been reporied
befors [14], and It 1= probably dus i the reduction of the capaoity of watsr-binding with the

polymesmicslss In the system caused by ihe addiiion of the sirewberry leal conoenirabe,
consequentty reducing the regeneration of maore complax structures.
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Figure 1. Apparent visoosity versus shear rate (log,_} on (a) gel and {b) cream fomuloie samples with different
shawbamy | Sagaris ¥ ananassa, ov. Fasthval) leaf extract (SLE: percemiage acthwe ingredient] conceniraions.

FParlicle =ize, polymespersiy index and C-potenflal may neslp predict the fransport of he
formulations through blological membranss [12]. Bmaller pariloles usually Improve partiols skin
adheslon and absorption [16]. Lu & &l [18] report that particiss larger than 800 nm ars not
able io penstrats fo deopsr skin layses, while partiolss of less than G030 nm oan achisve highsr
gkin depostion. However, Xlang s al. [17] suggest that highsr precipitation of larger pariioles
could Increass topical permeaticn. Thes degres of penetraticn a0 depsnds on SUMS0s Charge;
howewer, there la no conesneus on which fype of charge producss bettsr skin absorpiion [16].
The routes of ekin psrmeation muset also be considersd, from more supserclal paeshe =kin
penstration to despsr infiitration thecwgh the halr folickss [17]. Fariole size In cur formulafiong
wag between 460 to 778 nm, with no eignificant size ditfsrence between formulations, exospt for
the 0.02% SLE cream, which had significantty larger particias than the reet (Table 1).

Tha typs of geiioream fommulation significanty influsnced the pariole size, thelr slze homogensity
(polycispsesion), and the swiace charge (Tabls 1). These varalions In the propssies of
formulations are Indused by the Interaction of active Ingredianis and ke exclplents [18]. Particle
slza In the gel fommulations was Imversely proporiional to the Incremental addition of SLE. showing
=maller and more homogensous size disfriouflon, but exhibiting at the zame ims a decresss
In thelr surface coharge with higher SLE concenirations. This suggeats that gsl formulafione
with more SLE may precipltate easler when appisd (sample < -30my) [18], [20]. The cpposits
affact oocwred In the cream formulations (Table 1), where the Incremsntal BLE conoentrafions
Increassd partiole slze and polyoEspsrsity Index, whils bscoming mors sfabis In schuflon duse to
maore negative chargss and are therefors lase likely to precipliats. Particiss with more negathie
surface chargss tend to react mors spontanscusty and consletently with cpposiely charged
blomolecules, Buch 88 amino groups In profeine at acidio pH and paolycabions [21]. Converesly,
consldering interactions with negafiely charged bDlologlcal membranss, B |2 possibls that
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nagathvsly chargsd pariicles will not bs able to Interact or entar sasly through the osll mambrans
by passhve transport, and other franspor mechanizme will oe reguirsd to Inbsmnalize them [22),

(23], [24].

Tabla 1. Particle size, pohydisperuty index (PO, and {-pofental from gel and cream formulations with differant
strawbamy {Fagaris ¥ ananassa, ov. Fastval) leaf extract (SLE; perconiage acive ingredient) concentations.

0.02 242833 & £04.05° 100 + 000 5027 & 3 oEr

Gal 0.1 TTE.B + 230,56 0.74 & 007 38,07 & 1.91"
1 EBO.ET + B04W 047 & D0 <2730 x .00

0.02 440,12 & TE.TE 0,85 & 004" #53.20 & 1.51™

Croam 0.1 BE3.T0 & S804 081 = DuoE™ 53,60 & 271"
1 T40.0 & 49290 0.73 & 007" B8 10 x 295

Stotisbioal differenoas batwsan pal ve. craam formulaSions within sach conoenitation wers defeeminaed by o Genoral
Linsal Modal and Tukey s multiple comparison tegt, and they are indicaoled by supersoript lethern {p - 0U0E). Equal
varances wers datamined by Levens's foot (o = DuDE) (Minitab «.18.1.1., LEAL

In tarme of appearancs, the 1% ELE formulations s=pearisnced obssrvabis loes of conslatenoy
and Intsnse browning aftsr 46 days &t room tempseature (~26 °0), whis the 0.02% and 0.1%
tformulations remalned stable io the touch, with no detectable changes In odour, and with caly mild
browning retathes to the original yellow-liks coloration (Figurs 2). Howswer, In the samplas kept
at 37 =0, both gel and cream formutaliong showed Itenss browning and ecxtrsme dehydration,
to the peint that only dry flakes remained of the 0.02% and 0.1% gl (Figurs 2). Thus, cur SLE-
containing gl and cresm fonmulations showld bs stored In opague aifight containers, and the
pressnative component of the formuiations should be Improved io prevent further caldation.

CREAM
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Figure 2. Calour changes in gal and cream fopical formulabions contering srasberny (Fragana

¥ ananassa, ov. Feotval) leat exiroct (SLE, percontoge actve ingredient} after 45 days at room

temparature (AT, =28 %2} or at 27 *C in & fenslucoent containgr. Gal samplos ot 370 that waore
comphialy dry and cnystalized after 45 daya are reporied as “not detected” {n.d ).
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The Increazing SLE concentrations did not 2eem to relsvantty affect the pH valuss of the gel and
cream formulations [Table 2); howswver, & langer sampils eize |z required 1o statistically confirm
thiz obasrvation. On the other hand. the fotal averags pH of all formulations was significantty (o
< 006, unpaired t test GraphPad Priem v. 10.1.1.. USA) more acldic after 45 daye Incubation
{643 + 0.80. mean = 50 relative to the sverage pH valuss obosrved Immediatsly aftsr galf
craam pesparation {6.35 + 068, maan + S0). Monsthaless, sl formulations remainsd closs to
the recommended range of pH from 4 to & for optimal topical applications [25] and, If amything,
maors acidfcation could sventually be necessary, pariculany in the cresam formulations

The SLE uzad In thia study was praviously reported to contaln 108.83 = 4.65 fotsl polyphencle
(mg gallle scid squivalenta g dry welght) and 2818 = 281 cxygen radieal abeorbancs capacity
(ORAC, wmol troliox squivalents g dry wsight) [1]. The addition of SLE did not relevantly
Increass the total polyphenol contsnt (TRC) of the gsl and cream formulations (~200 mg BAE
g CW). and TFC was reduced aftsr 45 days both at 4 °C and 3790, afthough SLE sesme to
haws aldad In I'I'Iﬂ]"l'l.ﬂ]ﬂ“'lg "'IEHEF TPC valuas ovar imsa I:TEIIB 3]. Howswar, &2 mantonsd bafora,
a larger zample zize Iz required to atstistically confirm this cbesrvation. Monethelsse, as acthe
Ingradient, the BLE concentrations wmed in this study might not bs auticlant to provids added
anboxidant propertiss In Wve, which must be tasted in future expaniments.

Tabile 2 pH measuramants (mean = S0) of gel and cream formulations (10 mg mL") contmining strawboemy ( Fagers
x ananaessa, cv. Fostal) inal cotract (S1E; porcontaga acthe ingrodiont) afor 45 days af difforont tamperaturns

a E.43 £ 025 nd. BA3 £ 023 nd
o GO+044 | 4752007 | 497 2 086 | B8 00

O a1 SET+0A7 | 4702014 | 00 2 1.04 | B0S £ 038
ST 026 | 4802014 | 00 2 056 | 488 £ 035

a E.13 £ 081 nd. 6D 2 072 nd
o GER+ 040 | 4702028 | 680 £ 083 | 478 £ 007

al TET+042 6852219 | TAD: 05 |8T0x 008
1 GBO 044 | 4502000 | 7132160 |EX0x008

A= 3, ouonpd sampses af 4 and 37 “C with 7= 2. n.d. not determined.

Tabds 3. Total polyphencl concenirations (maan = S0; mg GAE g DW) of gal ard cream
fommulations {10 mg ML) containing strawtemy | Sagana x ananasss, ov. Fostval) oaf
mdract (5LE; perceniage active ingradiant) afor 45 days at dfaront lempomhrns

o 24417 = BO7 . =
002 |28183 20630 T2156% 427 TE19 & 3856

e (1R ] 240067 = 8T8 | BOET x 19486 11040 & 4.27
1 5022178 | 12032 4TE | 17081 £ BEET
o 217 [ ®
0oZ | 21517 2 116 | 10050 £ 2064 | 4060 & 150

o AT 2 404 | 18044 £ 6230 | 1560 £ 480
1 243762 1308 | 25706 £ 27006 | 16353 £ A2 34

GAE, galic acid equvalonts; DW, dry weght. n = 3 for day 1 (excopt 0% SLE croam], nm = 2 for day 45
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Conclusions

Supplsmentstion of gl and cream topical formuistions with 0.02 to 1% strawbsery [Fragaris
x snanases ov. Feathval) lear exiract (SLE) rich In polyphencle resulisd In physically stabls
fommulations, but only the cream formulstions retalned Ite gensral charscierietice over 45
days, showing also more favorabls particle behavior, and are bstisr sultsd for continuing the
development of a topleal product with SLE.
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