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RESUMEN 
 

El control de enfermedades poscosecha en tomate verde (Physalis philadelphica) 

mediante películas hibridas de quitosano adicionando aceites esenciales representa 

una alternativa eficiente para la protección de los cultivos, lo que permitiría sustituir 

con éxito a los agroquímicos sintéticos y de este modo, evitar pérdidas económicas 

en la cadena de producción. Este proyecto se realizó el diseño, caracterización y 

aplicación in situ de películas híbridas que contienen quitosano combinado con el 

aceite esencial del falso laurel (Litsea glaucescens; AELg) y de canela 

(Cinnamomum verum; AECv). Se reportan además los resultados de la 

identificación y aislamiento de los hongos Fusarium concentricum y Clonostachys 

rosea provenientes del tomate verde mediante técnicas moleculares. El aceite 

esencial del falso laurel fue capaz de inhibir el crecimiento hifal de Fusarium 

concentricum mientras que el aceite esencial de canela fue útil para inhibir el 

crecimiento hifal de Clonostachys rosea. Ambos aceites fueron evaluados mediante 

el método de microdilución en caldo con resazurina. Se prepararon seis películas 

híbridas a partir de quitosano al 1 % combinado con diferentes cantidades de AECv 

y AELg (0.7 ,1 y 1.9 % p/v) para generar seis películas híbridas denominadas FC1, 

FC2, FC3 (conteniendo AECv) y FL1, y FL2, FL3 (conteniendo AELg). Los ensayos 

in situ de estas películas sobre los frutos de tomate previamente inoculados con 

Fusarium concentricum y Clonostachys rosea, demostraron la conservación de la 

calidad del fruto durante 21 días, lo cual fue observado en los niveles de firmeza. 

De acuerdo con los datos observados sobre la capacidad antifúngica, así como con 

las propiedades espectroscópicas (FT-IR), de textura (SEM) así como transmitancia 

y opacidad, las películas FC3 y FL3 mostraron las mejores propiedades 

fisicoquímicas y antifúngicas in situ para evitar el desarrollo conidial y micelial de 

Fusarium concentricum y Clonostachys respectivamente. 
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INTRODUCCIÓN 

El tomate verde (Physalis philadelphica Lam.) también conocido como tomate de 

cascara o miltomate (“milli”, milpa, sembrado, y “tomatl”, tomate) es una especie 

botánica originaria de México, perteneciente a la familia de las Solanáceas (Magos 

et al., 2017). Se trata de una planta herbácea anual con flores hermafroditas y de 

tonalidad amarilla. El tallo de la planta es estriado y sus hojas son glabras. El fruto 

es pequeño, esférico y verde, rodeado por una envoltura papirácea, la cual está 

conformada por el cáliz cuando el fruto madura rompe el envoltorio adyacente, el 

cual es de color marrón (Vargas-Ponce, 2015). 

El tomate verde es de gran importancia económica en México ya que es 

ampliamente utilizado en la alimentación de la población mexicana. En la actualidad 

dicha hortaliza se ubica entre las cinco principales especies hortícolas cultivadas en 

el país ya que su importancia económica se ha extendido a otros países para fines 

alimenticios y/o comerciales. Asimismo, en la medicina tradicional desde épocas 

remotas se ha utilizado la cáscara y el fruto de esta planta para tratar diversas 

enfermedades como la tosferina, problemas estomacales, dolor de oídos, presión 

arterial alta, entre otros (Bello, 2019). 

En el 2016, la producción de tomate verde en México fue de 679 mil 910 toneladas, 

lo que refleja un incremento anual de 2.3%. Los principales estados productores de 

este fruto son Sinaloa, Zacatecas, Puebla, Michoacán y Jalisco. Por otra parte, los 

estados que reportaron mayor crecimiento en la producción de dicha hortaliza en 

2016 fueron: Nuevo León 64.3%, Guanajuato 38.7%, Sonora, 36%, Veracruz 

27.6%, Baja California Sur 26.5%, Colima 20.5%, Ciudad de México 18.1%; Hidalgo 

16.1%; Baja California 16%, Guerrero 8.9% y Chihuahua 7.4%. La superficie 

destinada a este cultivo en el país es de 42 mil 639 hectáreas, distribuidas en 28 

estados del país (SAGARPA, 2017). 

La producción del tomate se ve afectada por diversos factores bióticos que causan 

grandes pérdidas económicas. Entre los cuales destaca el estrés biótico causado 

por hongos, bacterias, virus, nematodos y fitoplasmas. De esta manera, las 
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enfermedades ocasionadas por dichos patógenos representan uno de los factores 

de mayor riesgo para la producción de diversos cultivos, por lo cual es importante 

implementar estrategias para su protección ante el ataque de fitopatógenos. Esto 

considerando que en los últimos años las enfermedades virales y bacterianas han 

ocasionado grandes pérdidas económicas en la producción de diferentes cultivos 

(Pérez-Moreno et al., 2004). 

Hongos fitopatógenos 

Se considera que existen más de 8000 especies de hongos que producen 

enfermedades en las plantas. Todas las plantas superiores pueden ser infectadas y 

dañadas por más de una especie de hongo fitopatógeno y una especie de hongo 

fitopatógeno puede atacar a más de una especie de planta (Agrios 1988). Los 

hongos pueden atacar a todas las partes de la planta, y los síntomas pueden ser 

clorosis (pérdida de color verde), necrosis (muerte de tejido, manifestada de 

diversas maneras como lesiones discretas, tizón y pudrición) marchitez y 

alteraciones del crecimiento (Cavallini, 1998).  

Se ha reportado que, para una invasión exitosa de los órganos de las plantas, el 

desarrollo de los hongos fitopatógenos está estrechamente regulado por la 

formación de estructuras especializadas de infección. Además, para la colonización, 

los patógenos despliegan un conjunto de factores de virulencia. Con base en esto, 

los hongos fitopatógenos pueden clasificarse como necrótrofos, biótrofos y 

hemibiófrotos (Doehlemann et al., 2016) Los hongos necrótrofos son aquellos que 

secretan toxinas y enzimas que causan la muerte de la célula huésped de la que 

toman sus nutrientes, por su parte, los hongos biótrofos establecen una estrecha 

asociación con el huésped mediante el desarrollo de hifas especializadas llamadas 

haustorios, los cuales penetran la célula vegetal viva. Durante este proceso, los 

hongos biótrofos secretan moléculas efectoras que suprimen a la planta y manipulan 

su metabolismo a favor del patógeno. De esta forma, el hongo puede colonizar y 

obtener sus nutrientes causando la muerte del huésped (Koeck et al., 2011) Por 

último, los hongos hemibiófrotos combinan las estrategias de necrotrofismo y 

biotrofismo. En la fase biotrófica inicial el sistema inmune y la muerte celular del 
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huésped son suprimidos, lo que permite la invasión de las hifas a lo largo del tejido 

infectado de la planta. Esta etapa es seguida por una fase necrotrófica durante la 

cual el patógeno se secretan toxinas induciendo la muerte celular del huésped. 

(Cabrera et al., 2019) 

Uso de películas como fungicidas  

Dentro de las principales estrategias para el control de los hongos fitopatógenos se 

encuentra el uso de fungicidas y pesticidas, los cuales resultan tóxicos para los 

humanos y también provocan contaminación de suelos agrícolas, así como otros 

efectos negativos (Mesa et al.,2019). Debido a la situación anterior, se han 

implementado nuevas técnicas para el control de plagas y enfermedades tal y como 

es el caso de extractos vegetales de distinta polaridad, así como su anclaje en 

películas de quitosano.  Recientemente, la adición de aceites esenciales en matrices 

de quitosano ha mostrado ser muy efectiva para el control de hongos filamentosos 

en condiciones in situ en distintos frutos de importancia agrícola (Pacheco-

Hernández et al., 2021; Morales-Rabanales et al., 2022). La aplicación de estos 

componentes y materiales derivados permite conservar las propiedades 

nutricionales y nutracéuticas de estos frutos. Dado esto, su uso a gran escala resulta 

promisorio, debido a su elevada efectividad, bajo costo y a su baja toxicidad para el 

consumo humano y al medio ambiente. Paulatinamente, este tipo de tecnologías 

reemplazarían con éxito a los agroquímicos sintéticos usados de manera rutinaria 

(Hafsa et al., 2016) 

El quitosano es un derivado de la quitina obtenido por desacetilación en presencia 

de una base alcalina. Es un polímero que consiste en unidades β-(1-4)-2-acetamido-

glucosa y β-(1-4)-2-amino – glucosa, siendo este último el monómero más 

abundante con más del 80%. La importancia de este biopolímero está en sus 

propiedades antimicrobianas en conjunto con sus propiedades para formar películas 

(Fernandez-Saiz et al., 2009). Dentro de sus características principales se conoce 

que es hidrofílico, biocompatible y biodegradable.  

A diferencia de los polímeros sintéticos, este polímero no presenta limitaciones en 

cuanto a la biocompatibilidad, biodegradabilidad y toxicidad, además de ser 
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naturalmente abundante y renovable. El quitosano puede considerarse como un 

nuevo tipo de material polimérico biofuncional que mejoran la funcionalidad de los 

materiales de empaque (Kurita et al., 2000). 

Aceites esenciales  

Los aceites esenciales (AE) se encuentran ampliamente distribuidos en unas 60 

familias de plantas que incluyen a las compuestas, labiadas, lauráceas, mirtáceas, 

pináceas, rosáceas, rutáceas, umbelíferas entre otras (Martínez, 1996). Los aceites 

esenciales son líquidos viscosos semivolátiles, aromáticos obtenidos a partir de 

material vegetal (brotes, flores, semillas, hojas, ramas, corteza, madera, frutos y 

raíces). Se caracterizan por tener un olor fuerte y son sintetizados por las plantas 

aromáticas como metabolitos secundarios (Bakkali et al., 2008). 

Los aceites esenciales han demostrado poseer propiedades antimicrobianas que no 

sólo se limitan al efecto antibacterial, sino que incluyen características antivirales, 

antimicóticas, antiparasitarias e incluso insecticidas (Burt, 2004). Estas propiedades 

están relacionadas con la naturaleza de los AE ya que forman parte del arsenal 

químico de las plantas que utilizan como defensa. Los principales metabolitos 

secundarios disueltos en un AE son los compuestos nitrogenados, fenólicos y 

terpenoides.  Sin embargo, los más abundantes son por lo general terpenos y 

alcoholes fenólicos que han sido reportados como inhibidores de hongos 

poscosecha (Tripathi y Dubey, 2004). Dentro de algunos componentes secundarios 

que son extraídos de las plantas se encuentran principalmente los terpenos. Sin 

embargo, los constituyentes aromáticos (fenilpropanoides) y alifáticos (derivados de 

ácidos grasos) se encuentran con gran frecuencia como componentes bioactivos 

(Pichersky et al., 2006). Estos compuestos les otorgan relevantes propiedades a los 

extractos y especialmente a un AE. Dentro de los que se pueden citar su actividad 

anti-apetitiva, antiviral, antimicrobiana y repelente que permiten su uso para 

proteger los cultivos y aumentar la calidad y su producción alimentaria. Es 

importante debido a que presentan menores efectos tóxicos para el ser humano y 

el ambiente, así como son biodegradables (Rodríguez et al., 2000).  
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Aunque, la actividad antimicrobiana de un AE se atribuye principalmente a sus 

principales compuestos, el efecto sinérgico de varios compuestos debe 

considerarse. Cada uno de los componentes del AE tiene su propia actividad 

biológica. Los aceites esenciales como agentes antimicrobianos presentan dos 

características principales. La primera es su origen natural que se traduce en mayor 

seguridad para las personas y el medio ambiente, mientras que la segunda es que 

son de bajo riesgo para el desarrollo de resistencia por microorganismos patógenos 

(Daferera et al., 2003) 

En cuanto a su composición química, los aceites esenciales contienen una buena 

porción de hidrocarburos y compuestos oxigenados, tales como cetonas, alcoholes, 

acetatos, 1,3-benzodioxoles y furanocumarinas, los cuales prevalecen en las partes 

aéreas de las plantas, mientras que los hidrocarburos se concentran básicamente 

en las raíces. Sin embargo, su concentración presenta variaciones, ya que en 

ocasiones se transformación en otros compuestos dependerá de la parte de la 

planta, así como del estado fenológico en el que se encuentre la planta (Vargas y 

Bottia, 2008). 

La canela (Cinnamomum verum J.Presl.) perteneciente a la familia Lauraceae y es 

un árbol perenne, que puede llegar a medir hasta 15 metros. Su corteza marrón 

grisácea de consistencia leñosa es la parte más importante desde el punto de vista 

comercial. Este órgano tiene un aroma particular debido al AE aromático que 

constituye un 0,5-2,5% (p/p) de su estructura (Cañigueral et al., 1998). 

La composición química del aceite de canela está constituida por 38 fitoquímicos, 

de los cuales el compuesto más prominente es el cinamaldehído (70-80%), seguido 

del eugenol (4-10%), limoneno (2.42%), acetato de cinamilo (2.03%), linalol (1.16%) 

y α-terpineol (0.87%). Los compuestos químicos restantes están presentes en 

cantidades trazas (menos de 0.5%).  El cinamaldehído es una de las moléculas de 

mayor interés para el desarrollo como agente antimicrobiano alimentario debido a 

su amplio espectro contra bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas 

(Erosa Rivera et al., 2021). 
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El falso laurel (Litsea glaucescens) pertenece a la familia Lauraceae y es un árbol 

que crece hasta 6 m. Posee hojas alternas a opuestas con una constricción en el 

ápice que es de color verde fuerte en el haz y verde más claro en el envés. Tiene 

un aroma particular debido al AE aromático que se encuentra en su estructura 

(Luna, 2003). La composición química del aceite del falso laurel se basa en la 

presencia de 1,8-cineol (22%), sabineno (13%), terpinen-4-ol (10%), γ-terpineno 

(9%), acetato de α-terpinilo (7%), acetato de nerilo (7%), α-pineno (5%) y β-pineno 

(4%) (Tapia et al., 2014). 

 

Antecedentes 

Ghaouth et al. (1994), observaron cambios ultraestructurales y bioquímicos en la 

interacción quitosano con el hongo Botrytis cinerea el cual afecta al pimiento morrón 

(Capsicum annuum cv. Bellboy), hallando que las hifas tratadas con quitosano 

presentaban varios grados de desorganización celular que se manifestaban desde 

perder la consistencia de la célula hasta la degradación del protoplasma, mientras 

que en los tratamientos donde no se aplicó este biopolímero las hifas conservaron 

su apariencia normal. 

Hernández et al. (2011), evaluaron in vitro e in situ el efecto antifúngico del 

quitosano y AE de canela (Cinnamomum zeylanicum), clavo (Syzygium 

aromaticum), tomillo (Thymus vulgaris) y dicloran sobre el hongo Rhizopus stolonifer 

el cual es el agente causal de la pudrición blanda del tomate (Lycopersicon 

esculentum Mill.). Los tratamientos más efectivos para inhibir el crecimiento in vitro 

de Rhizopus stolonifer fueron obtenidos con quitosano y aceites esenciales mientras 

que los experimentos in situ mostraron que el tratamiento individual con quitosano 

fue el mejor para reducir el porcentaje de infección de los frutos del tomate. Estos 

resultados demuestran que el uso de estos componentes es una alternativa natural 

para controlar la pudrición blanda en frutos de tomate. 

Gutiérrez et al. (2012), evaluaron calidad microbiológica de los cubos de mango 

(Mangifera indica). Estos fueron tratados con recubrimientos de quitosano 

adicionado con pequeñas concentraciones de AE de naranja y limón, encontrando 
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una reducción significativa en la presencia de coliformes, psicrófilos, hongos y 

levaduras. 

Hafsa et al. (2016), elaboraron una película de quitosano reforzada con AE de 

Eucalyptus globulus logrando disminuir la humedad de la película, de igual manera, 

observaron un aumento significativo en su propiedad antioxidante. El incremento en 

la concentración del AE que se le coloco y posteriormente demostraron una mejora 

en su actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y Candida parapsilosis, concluyendo 

que debido sus efectos y siendo un material sustentable podría actuar como película 

comestible. 

Xoc-Orozco et al. (2017), realizaron un análisis del transcriptoma de la interacción 

aguacate-Colletotrichum-quitosano, donde se demostró que el quitosano induce la 

expresión de genes relacionados en la biosíntesis de compuestos fenólicos y regula 

un gran número de procesos metabólicos que previenen la proliferación del 

fitopatógeno. 

Li et al. (2019), desarrollaron películas de quitosano con aceite esencial de cúrcuma, 

las cuales demostraron actividad antifúngica en presencia del hongo Aspergillus 

flavus. Los autores determinaron que este tipo de AE incorporado en quitosano 

forma una película con propiedades de barrera y anti-aflatoxigénicas que podría ser 

utilizada como material para envasado de alimentos o cultivos. 

Anaya-Esparza et al. (2020), encontraron que al incorporar AE de canela, naranja y 

limón a recubrimientos a base de quitosano se prolongó la vida de anaquel de fresas 

(7-15 días), pepinos (21 días), jujube (20 días), pimiento morrón (35 días a) y mango 

(11 días a). Los frutos tratados con los recubrimientos funcionalizados con AE 

disminuyen su tasa de respiración, mantienen su firmeza y calidad. Además, 

reducen la incidencia y aparición de signos de enfermedad causada por Botrytis 

cinerea en la fresa, Penicillium citrinum en frutos de jujube y por el Phytophthora 

drechsleri en pepino. Además, este recubrimiento provee protección contra la 

proliferación de bacterias. 
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HIPOTESIS. 

 

Películas hibridas a base de quitosano y AE de del falso laurel (Litsea glaucescens) 

y canela (Cinnamomum verum), serán efectivos para controlar algunos hongos 

fitopatógenos que atacan al tomate verde. 

OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la actividad antifúngica de películas hibridas conteniendo los AE del falso 

laurel (Litsea glaucescens) y canela (Cinnamomum verum), sobre tomate verde 

(Physalis philadelphica) infectado con hongos fitopatógenos poscosecha. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Identificar y aislar hongos fitopatógenos poscosecha en tomate verde 

comercializado en Puebla, México. 

Evaluar la actividad antifúngica in vitro de los AE de falso laurel y canela sobre los 

hongos fitopatógenos poscosecha identificados. 

Elaborar y aplicar películas hibridas sobre base de quitosano y AE del falso laurel 

(Litsea glaucescens) y canela (Cinnamomum verum) como agentes fungistáticos en 

frutos de tomate verde previamente inoculados con los hongos fitopatógenos 

identificados.  
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METODOLOGÍA 

 

Material vegetal 

 

Frutos de tomate verde (Physalis philadelphica Lam.) con signos de pudrición  

poscosecha fueron obtenidos del mercado de Santa Margarita, ciudad de Puebla, 

que se encuentra localizado entre los paralelos 19°03'02"N 98°07'15" W. Muestras 

de frutos sanos fueron certificados en el herbario de la Facultad de Ciencias de la 

UNAM donde muestras fueron depositadas con el número de voucher 158364.  

Los frutos fueron sanitizados por sumersión en una solución de hipoclorito de sodio 

al 20% durante 24 horas. Los frutos enfermos fueron secados en condiciones de 

esterilidad en campana de flujo laminar y trozos de tejido enfermo de 0.5 cm2 fueron 

depositados en medio Agar Dextrosa Papa (PDA) durante 7 días. Al término de este 

tiempo, las morfologías fueron separadas, purificadas y mantenidas en el mismo 

medio. 

Pruebas de patogenicidad 

 

Discos hifales de las morfologías fúngicas obtenidas (de cultivos de 10 días), fueron 

inoculados en frutos sanos de tomate para ser depositados en cámara húmeda 

durante 7 días a 28 °C y 80% de humedad relativa. Los síntomas de pudrición o 

signos de infección fueron monitoreados durante un periodo de 10 días. Para 

pruebas de patogenicidad definitorias, solo se usaron las morfologías con virulencia 

mientras que las demás fueron desechadas. Los postulados de Koch fueron 

realizados por la inoculación de 1000 conidios en frutos sanos, obtenidos de cultivos 

en PDA incubados por 10 días. Los conidios fueron recuperados de cultivos 

estresados con luz solar (4 días) y periodos de 4 °C (2 días) con solución salina 

estéril y fueron ajustados a una concentración de 1× 105 conidios mL-1 usando un 

cámara de Neubauer. Los frutos infectados se mantuvieron en cámara húmeda 

como ya se ha mencionado con anterioridad.  
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Microscopia 

 

Las estructuras reproductivas fueron teñidas azul de algodón para su posterior 

observación en un microscopio Binocular Primo Star Carl Zeiss. 

Identificación molecular de cepas fitopatógenas  

 

El DNA genómico de los hongos determinados como fitopatógenos fue obtenido con 

el kit DNAzol de ThermoFisher Scentific de acuerdo a las instrucciones del 

proveedor.  La secuenciación estuvo basada en la amplificación secuenciación de 

las regiones de los espaciadores transcritos internos (ITS) usando los 

oligonucléotidos ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) and ITS4 

(TCCTCCGCTTATTGATATGC) usando las condiciones de PCR reportadas por 

Molnár et al. (2015). Los amplicones fueron secuenciados utilizando los servicios de 

la compañía Macrogen, Inc. Seoul, South Korea. Las secuecias fueron comparadas 

con aquellas depositadas en el NCBI y MycoBank. 

Obtención de aceites esenciales 

 

Los aceites esenciales de canela y laurel fueron obtenidos a partir de material 

adquirido de manera comercial en la central de abastos de la ciudad de Puebla. 

Cinco kilos de hoja de laurel (Litsea glaucescens) y 5 kilos de canela (Cinnamomum 

verum) fueron procesados mediante hidrodestilación usando un equipo Clevenger 

de 5 litros de capacidad. Los aceites esenciales fueron recuperados con hexano 

grado analítico y la humedad fue retirada por su incubación en un desecador de 

vidrio adicionado con sulfato de sodio anhídrido.   

Caracterización química de los aceites esenciales  

 

Los aceites esenciales obtenido por hidrodestilación fueron analizados en un 

cromatógrafo de gases marca Varian CP3800 equipado con una columna capilar 

Factor Four VF-5ms (30 m x 0.25 mm I.D, 25 μm of 5:95 fenil-PDMS) acoplada a un 

cuadrupolo sencillo marca Varian modelo 320MS. La fase móvil será helio a un flujo 

de 1 mL min-1. La identidad de los componentes de los aceites se determinó de 
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acuerdo con sus espectros de masas (70 eV) en comparación con la base de datos 

de referencia estándar NIST 2.0, con la literatura y mediante la inyección conjunta 

de estándares auténticos disponibles en el laboratorio. Los índices de retención de 

Kovats (RI) se obtuvieron en comparación con los tiempos de retención de una 

mezcla estándar de n-alcanos (C8-C20) en las mismas condiciones analíticas 

Pruebas antifúngicas in vitro 

 

Los análisis antifúngicos se realizaron por el método de microdilución en caldo 

usando el indicador de viabilidad resazurina (Sigma-Aldrich Co.). Discos hifales de 

4 mm de diámetro fueron extraídos a partir de cultivos en PDA de 10 días para ser 

depositados en 300 µL de medio PDB, en microplacas de Elisa de 96 pozos durante 

un periodo de 40 horas a 28 °C en agitación moderada (50 rpm). Curvas de dosis 

respuesta (10-500 µg/ mL)) fueron efectuadas con los aceites esenciales 

previamente emulsificados en etanol absoluto. La concentración del aceite fue 

determinada de acuerdo a su densidad, la cual fue calculada mediante su masa. La 

conversión de resazurina en resorufina fue monitoreada a 630 nm usando un lector 

de microplacas de Elisa. Las concentraciones mínimas inhibitorias fueron estimadas 

por quintuplicado. 

Elaboración de películas híbridas  

 

Las películas se prepararon de acuerdo con Morales-Rabanales et al. (2022). Se 

preparó una solución de quitosano (1% p/v) en ácido acético al 1% (v/v). Luego, la 

solución (100 mL) se mantuvo en agitación continua a 50 °C durante 60 minutos. 

Posteriormente, se añadieron a la solución diferentes cantidades de los aceites 

esenciales para obtener películas que contuvieron 0.7, 1 y 1,3% (p/v) de cada aceite 

esencial. Para preparar las películas, se vertieron 20 mL de cada composición en 

cajas de Petri de vidrio (90 mm de diámetro) y se secaron a temperatura ambiente 

(25 °C) durante 72 horas. Finalmente, las películas se retiraron de las cajas de Petri 

para su posterior análisis y evaluación biológica. Se utilizaron películas elaboradas 

con quitosano puro (Ch) como controles para análisis fisicoquímicos y pruebas 

biológicas. Los materiales se prepararon por quintuplicado. 
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Pruebas antifúngicas in situ 

 

Tomates frescos fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 20 % durante 20 

min y se enjuagaron con agua destilada estéril. Los frutos se secaron en cabina de 

flujo laminar y se inocularon 1000 conidios de cada fitopatógeno (previamente 

resuspendidos en solución salina estéril) por penetración directa utilizando una 

micropipeta de 200 µL de capacidad. El número de conidios se estimó utilizando 

una cámara de Neubauer. Los tratamientos experimentales consistieron en tomates 

(n=25) que fueron cubiertos con las películas obtenidas. Los tomates inoculados 

con conidios se consideraron como controles de infección, mientras que los 

aguacates sanos sin película se consideraron como controles no infectados. Los 

frutos fueron procesados en cámara de humedad a 28 °C y 70% de humedad 

relativa bajo un fotoperíodo estándar (12 h luz y 12 h oscuridad). Se siguió la 

aparición de síntomas como pérdida de turgencia y/o proliferación micelial todos los 

días durante 10 días. 

Caracterización físico-química de las películas 

 

Los datos espectrales de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-

IR) de las películas obtenidas se obtuvieron en un espectrómetro Bruker Vertex 70 

(Billerica, Estados Unidos) a 400-4000 cm-1. Estos análisis se realizaron por 

triplicado (n=3). La microscopía electrónica de barrido de las películas se realizó 

utilizando cuadrados de 1 cm2 cubiertos con una fina capa de oro al vacío para su 

posterior examen en un microscopio electrónico de barrido (SEM) JEOL JSM-6610 

(Akishima, Japón). Estos análisis se realizaron por triplicado (n=3). El espesor de 

las películas se midió utilizando un micrómetro digital de alta precisión (iGaging, 

precisión 0,001 mm). Se realizaron diez mediciones (n=10) a partir de cortes 

transversales de las películas. Las propiedades ópticas se determinaron en un 

espectrofotómetro UV-1600PC VWR (Radnor, Estados Unidos) a 190-800 nm. Se 

usó una cubeta vacía como blanco. La transmitancia de la película se determinó a 

partir de muestras de 1 a 5 cm de longitud que se colocaron dentro de la cubeta en 

orientación perpendicular a la fuente de luz. La opacidad de la película se determinó 
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midiendo la absorbancia a 600 nm y se calculó de acuerdo con Morales-Rabanales 

et al., 2022. Estos análisis se realizaron por triplicado (n=3). 

Análisis de firmeza  

 

La firmeza se obtuvo en unidades kg/cm2 con un penetrómetro marca VTSYIQI, 

modelo GY-3 en quintuplicado. Se utilizó el programa GraphPad Prism 9, para 

realizar las pruebas estadística ANOVA y Tukey a un nivel de p < 0.05.  

RESULTADOS 

 

Aislamiento y microscopia de las cepas 

 

Dos hongos fitopatógenos fueron aislados y purificados de las muestras de tomate 

verde mostrando síntomas de pudrición blanda. Estos fueron designados como MA4 

y MA5.  

La Figura 1 muestra las características morfológicas principales del hongo MA4. La 

colonia presenta una coloración blanquecina en su anverso y en su reverso una 

coloración rojiza. Su crecimiento es rápido porque dura de 1 – 3 días, su borde es 

regular, la consistencia es suave, tiene textura algodonosa, su forma es circular y 

su relieve es liso. El hongo mostró ser de tipo hialino, con hifas septadas del cual 

emergen los conidióforos ramificados que a su vez presentan fiálides con 

abundantes microconidios. Los microconidios son redondos o globosos, delgados 

sin curvatura, no son lunados, que miden de largo de 6.15 µm a 9.28 µm. Presenta 

monofialides con microconidios en masa.  

 

 

 



19 
 

 

Figura 1. Estructuras microscópicas y macroscópicas del aislado M4 aislado del tomate 

verde comercializado en Puebla, México. A y B, micrografías de las estructuras 

reproductivas de la cepa M4, teñidas con azul de lactofenol. C, micelio de la muestra 

mostrando una coloración blanquecina. D, reverso de la muestra presentando una 

coloración rojiza. 

Como se muestra en la Figura 2, la morfología MA5 presentó micelio hialino 

algodonoso-blanco y una coloración amarilla al reverso. Presentó un borde irregular, 

de forma filamentosa de consistencia suave y un crecimiento moderado (7-9 días). 

Los bordes mostraron un borde ondulado y con un relieve liso mientras que las hifas 
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fueron septadas con presencia de clamidiosporas y conidióforos ramificados 

peniciliados. Los microconidios tuvieron una forma ovalada y lisa, de igual manera 

presentaron fiálides verticiladas. La medida de los conidios fue de 6.1 µm a 8.2 µm 

de largo y de ancho 3.1 µm a 41.1 µm. 

 

Figura 2. Estructuras microscópicas y macroscópicas del aislado M5 aislado del tomate 

verde comercializado en Puebla, México. A y B, micrografías de las estructuras 

reproductivas de la cepa M5. C, micelio de la muestra presentando una coloración 

blanquecina y textura algodonosa. D, reverso de la muestra presenta una coloración 

amarillenta.  
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Identificación molecular de los hongos aislados. 

 

Para el caso del aislado M4, las secuencias de nucleótidos obtenidas con los 

marcadores ITS mostraron una homología del 100% con el hongo, Fusarium 

concentricum. La homología más alta, fue con la secuencia MG489962.1 

 

Figura 3. Resultados del alineamiento BLAST para la secuencia de ITS del aislado MA4 

obteniéndose 100% de identidad con Fusarium concentricum. 
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Para el caso del aislado MA5 (Figura 4), el análisis de la secuencia nucleotídica 

obtenida con el marcador ITS reveló una coincidencia de 99% con Clonostachys 

rosea. La homología más alta se encontró con la secuencia JQ411383.1.  

 

 

Figura 4. Resultados del alineamiento BLAST para la secuencia de ITS del aislado MA5, 

obteniéndose 100% de identidad con Clonostachys rosea  
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Pruebas de patogenicidad (Postulados de Koch)  

 

Una vez aislados, purificados e identificados los dos hongos fitopatógenos, las 

estructuras reproductivas de estos fueron inoculadas en frutos sanos de tomate 

verde y se monitoreó el avance de la infección por 9 días.  

Fusarium concentricum (MA4) presentó un crecimiento rápido y denso del micelio, 

cubriendo casi por completo al tomate al día 9 post-inoculación (Figura 5). Por otro 

lado, el tratamiento hecho con el hongo MA5 (Clonostachys rosea) mostró la 

aparición de una pequeña biomasa concentrado solamente en la zona de 

inoculación, mientras que los síntomas se volvieron notorios hasta el término del 

monitoreo. Sin embargo, al día 9 se observó una pedida sustancial de turgencia. De 

ambos hongos F. concentricum mostro tener una mayor actividad fitopatogénica in 

situ.  

 

Figura 5. Cinética del crecimiento in situ de los aislados MA4 (Fusarium concentricum) y 

MA5 (Clonostachys rosea) durante un periodo de 9 días. 
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Actividad antifúngica in vitro 

 

Las pruebas realizadas con resazurina permitieron determinar la actividad redox de 

las células fúngicas con las que entra en contacto.  Bajo esta premisa, la 

transformación de la resazurina en resorufina depende de la actividad de enzimas 

antioxidantes que produce la célula cuando se encuentra metabólicamente activa. 

Por tanto, la falta de actividad redox se traduce en muerte celular. De esta manera, 

el cambio en la coloración azul de la resazurina hacia una tonalidad rosácea 

(resorufina), determino la viabilidad de la célula fúngicas ensayadas. 

Inicialmente, se probaron varios AE para determinar la capacidad antifúngica de los 

mismos, sobre los dos hongos fitopatógenos aislados. Sin embargo, los aceites 

esenciales de azomitate (Barkleyanthus salicifolius), menta y falso laurel (Litsea 

glaucescens), fueron probados para observar la presión que estos ejercían sobre la 

viabilidad hifal de Fusarium concentricum (Figura 6). Los AE de azomiate y menta 

no lograron inhibir por completo en el crecimiento de Fusarium concentricum. No 

obstante, el AE del falso laurel logro una concentración mínima inhibitoria (MIC) en 

el crecimiento de Fusarium concentricum siendo de alrededor de 1.g mg mL-1. 

 

Figura 6. Curvas de dosis-respuesta usando los AE de azomiate, menta y laurel, 

sobre Fusarium concentricum. 
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De acuerdo con los resultados de GC-MS, se identificaron 28 compuestos (Tabla 1) 

que conformaron al AE del falso Laurel. Dentro de los 28 compuestos identificados, 

4 resaltaron por su abundancia, los cuales fueron: 1,8-cineol (46%), dihydrocarveol 

(23.8%), alfa-pineno (5.1%) y beta-pineno (3.1%) 

Tabla 1. Identificación de compuestos pertenecientes al AE del falso laurel (Litsea 

glaucescens) a través de GC-MS 

Número Compuesto IR Abundancia 

(%) 

1 Alfa-Pineno 939 5.1 

2 Canfeno 954 2.6 

3 Beta-Pineno 979 3.1 

4 1,8-Cineol 1026 44.6 

5 Gamma-Terpineno 1054 2.4 

6 Terpinoleno 1086 0.3 

7 Linalool 1095 0.5 

8 1-Terpineol 1130 1.4 

9 Terpinen-4-ol 1177 2.5 

10 Dihidrocarveol 1193 23.8 

11 Carvona 1243 0.9 

12 Bornil acetato 1254 1.3 

13 Trans-Carvone oxido 1276 0.3 

14 neo-Isopulegyl 

acetato 

1277 0.4 

15 Allyl octanoate 1280 0.3 

16 Safrol 1287 0.5 

17 Trans-dihydro-alfa-

Terpinyl acetato 

1300 0.7 

18 Cis-Pinocarvyl 

acetato 

1311 1.2 

19 Geranil acetato 1379 0.9 

20 Beta-Cariofileno 1408 0.9 

21 Alfa -Humuleno 1452 0.3 
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22 Isobornil n-butanoato 1473 0.5 

23 Alfa-Muuroleno 1500 0.4 

24 (Z)-Nerolidol 1531 0.4 

25 Carifileno oxido 1582 0.4 

26 Sesquithuriferol 1604 0.3 

27 (Z)-Lanceol 1760 0.5 

28 Butil dodecanoato 1786 0.6 

 Total  97.1 

 

 

En la Figura 7 se muestra el perfil de elución (cromatograma) de cada uno de los 

volátiles disueltos en el AE del falso laurel. 

 

Fig. 7. Cromatograma de GC-MS para los volátiles del AE del falso laurel (Litsea 

glaucescens).  
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Por otro lado, los AE de tomillo (Thymus vulgaris) y canela (Cinnamomum verum) 

fueron probados para observar la presión que estos ejercían sobre la viabilidad hifal 

de Clonostachys rosea (Figura 8). De acuerdo con los resultados, AE de canela tuvo 

un grado de inhibición sobre el hongo Clonostachys rosea en concentraciones más 

bajas, mientras que el AE de Tomillo necesitó de mayor concentración de AE para 

poder inhibir el crecimiento de Clonostachys rosea. De este modo la MIC del AE de 

canela fue de 0.95 mg mL-1. 

 

Figura 8. Curvas de dosis respuesta usando los AE de tomillo (Thymus vulgaris) y canela 

(Cinnamomum verum) sobre Clonostachys rosea. 

 

De acuerdo con los resultados de GC-MS, se identificaron 14 compuestos (Tabla 2) 

que conformaron al AE de canela (Cinnamomum verum). Dentro de los 14 

compuestos identificados, 4 resaltaron por su abundancia el, (E)-cinamaldehído 

(45.9%), eugenol (5.5%), linalool(6.8%) 1,3,8-p-menthatrieno (7.9%) 
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Tabla 2. Identificación de compuestos pertenecientes al aceite esencial de Canela 

(Cinnamomum verum) a través de GC-MS 

Número Compuesto IR Abundancia 
(%) 

1 Alfa-Pineno 939 3.5 
2 Canfeno 954 2.9 
3 Beta-Pineno 979 1.7 
4 Alfa-Phellandreno 1002 4.1 
5 Alfa-Terpineno 1017 3.5 
6 Linalool 1095 6.8 
7 1,3,8-p-Menthatrieno 1110 7.9 
8 Terpinen-4-ol 1174 1.6 
9 Alfa-Terpineol 1186 2.3 
10 (E)-Cinnamaldehido 1267 45.9 
11 Eugenol 1356 5.5 
12 (Z)-Cinnamil acetato  1389 3.6 
13 Beta-Caryophilleno 1436 4.7 
14 Benzyl Benzoato 1760 1.8 
 Total  95.8 

 
 

La Figura 9, muestra el perfil de elución de los volátiles en el AE de la canela. 

 

Fig. 9. Cromatograma de GC-MS para los volátiles del AE canela (Cinnamomum verum). 
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Pruebas antifúngicas in situ con películas hibridas conteniendo aceites 

esenciales 

 

La efectividad de los AE sobre los hongos fitopatógenos del tomate verde fue 

documentada con el objetivo de mostrar su impacto antifúngico en las muestras del 

tejido vegetal del tomate. El monitoreo de las pruebas consistió en un grupo control 

y los tratamientos hechos con los AE de Litsea glaucescens (AELg) y Cinnamomum 

verum (AECv) durante un periodo de 17 días, por cada tratamiento. 

El grupo control de Fusarium concentricum (Figura 10) presento efectos en la 

superficie del tomate a los 2 días. Una vez llegado al día 5 este presentaba los 

primeros efectos de la perdida de la turgencia y para el día 11 los tomates verdes 

mostraron una pérdida total de firmeza. 

Las películas de quitosano puro presentaron un efecto protector hasta el día 5, 

teniendo un efecto inhibitorio pobre sobre el crecimiento de Fusarium concentricum. 

Sin embargo, la aplicación de las películas de quitosano conteniendo AELg en 

diferentes concentraciones (0.7, 1 y 1,3%) mostró resultados alentadores en cuanto 

al retraso de la aparición de síntomas. 

Se observó que las películas de quitosano con AELg una concentración de 0.7 % 

(FL1) ejercieron una inhibición del hongo menor ya que a los 5 días se observaron 

síntomas de patogenicidad provocadas por el hongo. Estos aumentaron 

considerablemente al día 17, mientras que la concentración de 1 % (FL2) inhibió el 

crecimiento hifal hasta el día 11. Sin embargo, las películas conteniendo la 

concentración más elevada de AELg (1.3%; FL3) ejercieron una inhibición total del 

hongo ya que el tomate no presentó síntomas durante los 17 días de estudio 

manteniendo su firmeza con ligeros cambios en la coloración. 
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Figura 10. Cinética comparativa del tomate verde inoculado con Fusarium concentricum 

(control) y de tomate verde inoculado con el mismo hongo bajo el efecto las películas 

hibridas FL1 (0.7%), FL2 (1%) y FL3 (1.3%) conteniendo AELg. 
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En otro contexto, grupo control de tomates infectados con Clonostachys rosea 

(Figura 11) sin tratamiento previo, presento síntomas de infección en la superficie 

del tomate a los 5 días, una vez llegado el día 11 este presentaba los primeros 

efectos de la perdida de la turgencia y para el día 17 los tomates verdes mostraron 

una pérdida total de firmeza.  

Contrariamente, los tomates cubiertos con una película de quitosano puro 

presentaron un efecto protector hasta el día 5. La aplicación de películas hibridas 

conteniendo AECv en diferentes concentraciones demostró resultados positivos en 

cuanto a su capacidad de retardar la emergencia de síntomas de pudrición blanda.  

Se observó que la película FC1 que contuvo quitosano y AECv a una concentración 

de 0. 7% mostró una ligera inhibición del hongo, ya que a los 3 días presentaba 

síntomas de patogenicidad provocadas por el hongo, los cuales fueron aumentando 

hasta el día 17. Por otro lado, la película FC2 con concentración de 1%, inhibió el 

crecimiento hifal in situ hasta el día 11. Como en el caso de las películas de AELg, 

las películas conteniendo 1.3% (FC3) de AECv produjeron una inhibición completa 

del crecimiento in situ de C. rosea durante 17 días manteniendo su firmeza. 

Remarcablemente, las películas conteniendo las concentraciones más elevadas de 

AECv (FC2-FC3) produjeron una decoloración de los tomates. 
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Figura 11. Cinética comparativa del tomate verde inoculado con Clonostachys rosea 

(control) y de tomate verde inoculado con el mismo hongo bajo el efecto de las películas 

FC1 (0.7%), FC2 (1%) y FC3 (1.3%) conteniendo AECv. 

 



33 
 

Firmeza en tomates tratados con películas hibridas 

 

De acuerdo con la Figura 12, os tomates infectados con F. concentricum mostraron 

una pérdida de la firmeza del 20 % al día 11 post-inoculación, lo que fue 

estadísticamente significativo en comparación con los frutos sanos (p < 0,05). Para 

el día 17 los tomates tratados con las películas FL1, FL2, FL3, mostraron una mayor 

firmeza comparada a la de los frutos sanos. Las películas FL1 (3,12 ± 2,2 kg/cm2), 

FL2 (3,77 ± 2,6 kg/cm2), FL3 (4,15 ± 2,9 kg/cm2) conservaron significativamente la 

firmeza de los tomates (p < 0.05) en comparación con los frutos enfermos. 

 

 

Figura 12. Firmeza de tomates tratados con películas híbridas. Letras diferentes indican 

diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) según ANOVA-Tukey-Test. 

 

De acuerdo con la Figura 13, los tomates infectados y aquellos tratados con las 

películas de quitosano puro mostraron una pérdida de la firmeza del 25 % al día 11 

post-inoculación. Los datos de firmeza obtenidos a partir de estos grupos 

experimentales fueron substancialmente diferentes a aquellos obtenidos a partir de 

la aplicación de las películas hibridas conteniendo AECv (p < 0,05). Para los días 
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17 y 21 los tratamientos FC1 (3,12 ± 0.12 kg/cm2), FC2 (4,1 ± 0. 16 kg/cm2), FC3 

(4,5 ± 0.17 kg/cm2) conservaron significativamente la firmeza de los tomates (p < 

0.05) en comparación con los frutos enfermos. 

 

Figura 13. Firmeza de tomates tratados con películas híbridas. Letras diferentes indican 

diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). 

 

Efecto fungistático per se de las películas hibridas  

 

Con el objetivo de demostrar el efecto fungistático de las películas sobre la 

emergencia de los dos hongos fitopatógenos, se realizó la inoculación directa de las 

estructuras reproductivas de cada hongo sobre la superficie de las películas 

híbridas.  La Figura 14 muestra germinación normal de conidios de Clonostachys 

rosea en medio PDA (grupo control). Por otro lado, se puede apreciar que en las 

películas de quitosano puro la germinación de las estructuras reproductivas 

presentó una menor emergencia y proliferación. Interesantemente, las películas con 

diferentes concentraciones de AECv como son FC1 (7%), FC2 (1%) y FC3 (1.3%) 

ejercieron un efecto fungistático total sobre la germinación de las estructuras 
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reproductivas. Este resultado indicó que la presión del AECv y sus volátiles 

principales produjeron un colapso generalizado de dichas estructuras.  

 

 

Figura 14. Germinación de conidios de Clonostachys rosea en películas de quitosano puro 

y películas hibridas adicionadas con AECV. El control positivo refiere a la germinación de 

conidios en PDA. Vistas obtenidas a 20x. 

Un comportamiento similar se observó para las películas hibridas conteniendo AELg 

sobre Fusarium concentricum (Figura 15). Las estructuras reproductivas germinaron 

normalmente en PDA mientras que existió una menor incidencia de germinación en 

películas hechas a base de quitosano puro. Las películas de quitosano con AELg a 

diferentes concentraciones como son FL1 (0.7%) FL2 (1%) y FL3 (1.3%) tuvieron 

un claro efecto inhibitorio en el crecimiento de las estructuras reproductivas del 

hongo, siendo más efectivas que aquellas hechas a base de quitosano puro.  
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Figura 15. Germinación de conidios de Fusarium concentricum en películas de quitosano 

puro y películas híbridas adicionadas con AELg. El control positivo refiere a la 

germinación de conidios en PDA. Vistas obtenidas a 20X. 

 

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

El espectro obtenido por el FT-IR del AE del laurel (Figura 16 A) mostró una banda 

a 3419 cm-1 con una vibración simétrica del grupo OH presente en los compuestos 

de dihydrocarveol y terpinen-4-ol.  

Las bandas a 2966 cm-1 y 2878 cm-1 pueden ser destinadas a señales de 

estiramiento simétricas y asimétricas del grupo CH3, mientras que la banda a 2927 

cm-1 corresponde al estiramiento asimétrico del grupo CH3. 

La señal en 1647 cm-1 está asociada a la vibración de estiramiento de los enlaces 

C=C correspondiente al canfeno que es el quinto componente mayoritario del AELg 

(Pradhitaa et al., 2015) La banda a 1690 cm-1 corresponde a la vibración de 

estiramiento del grupo vinilo terminal del dihydrocarveol y la banda observada en 

1456 cm-1 está asociada con la flexión simétrica en el plano de los enlaces CH. 

Asimismo, la banda observada a 1415 cm-1 es atribuida a la vibración simétrica y 

asimétrica de los grupos C-O-H respectivamente. Otra banda característica 
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correspondiente a la deformación del grupo CH3 es encontrada en 1374 cm-1 

(García et al., 2017). Una banda de absorción a 985 cm-1 corresponde a una 

vibración simétrica del grupo CH2 (Pradhitaa et al., 2015). Por otra parte, la señal 

en 981 cm-1 se asocia a la vibración del enlace CH y CH2 característico del 

compuesto 1,8 cineol. Las señales características de alfa - pineno se encuentran en 

886 cm-1 y 652 cm-1 lo cual concuerda con lo reportado con Schulz et al. (2005). La 

señal en 756 cm-1 corresponde a la vibración del estiramiento del enlace de C=C, la 

cual es característica del gamma- terpineno (Moisa et al., 2019). 

El espectro obtenido para las películas hibridas a base de AELg y quitosano (Figura 

14 B) muestran una banda de 3281 cm-1 característica del polímero (quitosano). 

Esto se puede cotejar en la señal en 1640 cm-1 correspondiente a la vibración de 

estiramiento de H-O-H. La señal en 1648 cm-1 corresponde a la vibración de flexión 

de tijera del enlace N-H2, siendo la señal detectada a 1558 cm-1 asociada al 

doblamiento del enlace N-H (Brugperotto, 2001; Shen y Pascal, 2015).  

La señal de 1150 cm-1 corresponde a la vibración asimétrica del enlace de C-O-C, 

asociado con la estructura del quitosano puro, la cual también está presente en las 

películas de quitosano con aceite esencial. Las señales en 2935 cm-1 corresponde 

a la vibración de estiramiento asimétrico del C-H de los grupos metileno (Morales et 

al. 2022). Las señales en 2335 cm-1 y 2365 cm-1 corresponden a la presencia del 

terpinen-4-ol, mientras que aquella observa a 1558 cm-1 corresponde a la vibración 

-N-H. La banda detectada en 1401 cm-1 hace referencia a la vibración del enlace C-

O (Bonilla et al., 2019). La señal de 1154 cm-1 es característica de la tensión 

antisimétrica del grupo C-O-O. La banda en 1037 cm-1 hace referencia a la banda 

de absorción de la glicerina por las vibraciones de los enlaces C-C y C-O (Leceta et 

al., 2013). Las bandas de 994 cm-1, 1101 cm-1, 1157 cm-1, corresponden a las 

señales de las vibraciones de estiramiento de las cadenas C-O, C-C, C-O-C. Las 

señales mostradas en 852 cm-1 se atribuyen al estiramiento de C-C de la cadena 
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del polímero. La banda detectada a 1230 cm-1 corresponde a la vibración de los 

grupos OH y CH en anillos aromáticos (Barragán et al., 2016). 

 
Figura 16. A) Espectros FT-IR del aceite esencial de Litsea glaucescens (AELg) y 

películas hechas con quitosano puro. B) Espectros FT-IR de películas que contienen 

diferentes proporciones de quitosano y AELg. 

En el espectro FT-IR del AECv (Figura.15 A) se observaron bandas de absorción 

ubicadas a 3509 cm-1 que corresponden al estiramiento del grupo hidroxilo (OH-). 

Entre las señales 1615 cm-1 y 1734 cm-1 se encuentran los grupos aldehídos. Se 

observó la señal –OH del grupo fenol a 3486 cm-1, mientras que el pico a 3063 cm-

1 corresponde al estiramiento C-H del anillo aromático del (E)-cinamaldehído. Las 

bandas encontradas en 2961 cm-1 y 2926 cm-1 están asociadas al estiramiento 

simétrico y asimétrico de los grupos CH2 y CH3, respectivamente. La banda de 2810 

cm-1 se vinculó al grupo (E)-cinamaldeído. Gende et al. (2008), reportaron bandas 

características similares a las reportadas en este trabajo para los rangos 1690 cm-

1 y 1760 cm-1 característicos de los grupos aldehídos y la similitud del espectro 

infrarrojo para el cinamaldehído entre los rangos 500 cm-1 a 1750 cm-1. La señal 

observados a 1732 cm-1 corresponde a la vibración de estiramiento del doble enlace 

del grupo carbonilo (Canales et al., 2019). 
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El espectro FT-IR de las diferentes películas con AE (Figura 17 B) mostró bandas 

características correspondientes a enlaces CH aromáticos, entre 3000 cm-1 y 3100 

cm-1 de (E)-cinamaldehído y eugenol respectivamente. La señal a 1562 cm-1 

asociada con la vibración del grupo NH y la señal a 1040 cm-1 con el grupo C=O.  

Las señales observadas a 2800 cm-1 y 3000 cm-1 se asociaron con la simetría y 

vibración de los grupos metilo y metileno. Otros picos a 1450 cm-1,1379 cm-1 y 748 

cm-1, se asociaron con la inflexión de los mismos grupos (Medvecká et al., 2020). 

La señal del grupo NH se detectó a 3297 cm-1, mientras que los picos observados 

a 2941 cm-1 y 2877 cm-1 se asociaron con el estiramiento de CH3 del quitosano. 

Señales a 1400 cm-1 ,1470 cm-1; 1300 cm-1 -1385 cm-1 mostraron el estiramiento del 

grupo metilo. 

 

Figura 17. espectros FT-IR del aceite esencial de Cinnamomum verum (AECv) y películas 

hechas con quitosano puro. B, espectros FT-IR de películas que contienen diferentes 

proporciones de quitosano y AECv 
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Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 

La microscopía electrónica de barrido se utilizó para la observación de la morfología 

de las películas de quitosano y películas híbridas conteniendo aceite esencial. Las 

micrografías SEM de la vista de la superficie y la parte transversal se presentan en 

las Figuras 16 y 17, respectivamente. Para el caso de películas híbridas conteniendo 

AECv  

se observó que la superficie de quitosano puro presentó una estructura homogénea. 

Sin embargo, las películas con AECv presentaron burbujas de AE, las cuales 

aumentan al incrementar la concentración del aceite. Esto indicó que a mayor 

concentración del aceite ensayado existe menos biocompatibilidad con la matriz de 

quitosano. A diferencia de lo anterior, las películas con AELg presentaron una mayor 

heterogeneidad en la estructura de la película, ya que en el corte transversal no se 

observaron burbujas. Curiosamente, en la micrografía del corte transversal de la 

película FL2 se observa un poro en su estructura. A pesar de esto, la incidencia de 

estas irregularidades es menor lo que indica una alta compatibilidad del AELg en 

quitosano (Shen y Pascal, 2015).  
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Figura 18.  Micrografía SEM de la superficie y parte transversal de las películas de 

quitosano y las películas con quitosano con diferentes concentraciones de AECv. La barra 

de medición blanca equivale a 50 micrómetros. 
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Figura 19.  Micrografía SEM de la superficie y parte transversal de las películas de 

quitosano y las películas con quitosano con diferentes concentraciones de AELg. La barra 

de medición blanca equivale a 50 micrómetros.  
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Transmitancia de luz y opacidad 

 

Los resultados de transmitancia (UV-Vis) para películas de quitosano que contienen 

diferentes cantidades de AECv de canela se muestran en la Figura 18 A. La 

transmitancia UV (190–390 nm) y luz visible (400–900 nm) fue más baja en las 

películas que contenían las concentraciones de 0.7 y 1% de AECv (FC1–FC2) en 

comparación con las de quitosano puro. Se observó una reducción de la 

transmitancia >70% a 500 nm en las películas que contienen la concentración mayor 

de AECv. Esto indicó que las películas que contienen el AECv tienen un mejor efecto 

barrera en comparación a las películas de quitosano puro. Por consiguiente, las 

películas que contienen mayor concentración de AE mejoraran la eficacia del 

material para evitar la degradación del fruto al disminuir el contacto con la luz 

ultravioleta.  

Los resultados de opacidad de las películas de quitosano y quitosano con AECv 

(Figura 20) muestran que la película de quitosano puro presentaba una opacidad 

menor comparada con los demás tratamientos 

 

 

Figura 20. Propiedades ópticas de las películas de quitosano puro y películas conteniendo 

diferentes concentraciones de AECv (FC1-FC3). A, transmitancia de luz con longitud de 

onda. B) opacidad de películas hechas con quitosano puro y películas con quitosano 

combinado con diferentes concentraciones de AECv (FC1-FC3) a 600 nm. 
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Los resultados de opacidad de las películas de quitosano y quitosano con AELg 

(Figura 21) mostraron resultados similares a aquellas elaboradas con AECv. Las 

películas de quitosano puro presentaron una opacidad menor comparada con los 

demás tratamientos. Sin embargo, los tratamientos de FL1 (0.7%) y FC2 (1%) 

presentaron una opacidad mayor comparada con el tratamiento de FC3 (1.3%) que 

es el que presenta una mayor concentración de aceite esencial. 

 

 
Figura 21. Propiedades ópticas de las películas de quitosano puro y películas conteniendo 

diferentes concentraciones de AELg (FL1-FL3). A, transmitancia de luz con longitud de 

onda. B) opacidad de películas hechas con quitosano puro y películas con quitosano 

combinado con diferentes concentraciones de AELg (FL1-FL3) a 600 nm. 
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DISCUSIÓN  

 

Para mejorar la apariencia y evitar el deterioro fisiológico de los frutos durante 

poscosecha es posible la aplicación de diversas técnicas. Para fines de esta 

investigación se utilizaron recubrimientos de quitosano puro y quitosano con base 

de aceites esenciales de Litsea glaucescens y Cinnamomum verum sobre hongos 

fitopatógenos nativos del tomate verde. 

Las películas de quitosano puro en este proyecto demostraron tener eficacia 

inhibitoria sobre el crecimiento de estructuras reproductivas de los hongos 

patógenos encontrados en frutos de Physalis philadelphica. Sin    embargo, Tsaiet 

al. (2002) describen resultados diferentes, debido a que la actividad antimicrobiana 

del quitosano y su concentración mínima inhibitoria puede variar considerablemente 

con el tipo de quitosano (α, β-quitosano), grado de desacetilación peso molecular y 

las condiciones del medio en el que se aplica. Pero también existen trabajos como 

el de Valenzuela (2012), donde ha reportado que el quitosano también disminuye 

las reacciones de deterioro de los alimentos cárnicos y lácteos. 

El aceite esencial de Cinnamomum verum contiene sustancias hidrofóbicas, 

reconocidas como seguras que poseen propiedades antimicrobianas y 

antioxidantes, con un potencial alto como conservador natural en la industria 

alimentaria (Sacchetti et   al., 2005). En este proyecto se encontraron los 

componentes químicos del aceite esencial de canela. Estos fueron el (E)-

cinamaldehído (45.9%), eugenol (5.5%), linalool (6.8%) 1,3,8-p-menthatriene (7.9). 

De igual manera, Rivera et al. (2021), estudiaron los componentes principales del 

aceite esencial de canela siendo el cinamaldehído (70-80%), seguido del eugenol 

(4-10%), limoneno (2.42%), acetato de cinamilo (2.03%), linalol (1.16%) y α-

terpineol (0.87%) los más abundantes. 

En las investigaciones de Singh et al. (2007) y Sanla-Ead et al. (2012) se reporta la 

evaluación del cinamaldehído que es el componente mayoritario  presente  en   el  

aceite  esencial   de  canela. Se demostró que posee  actividad inhibitoria  contra  

varias  especies  de  hongos  y bacterias,  incluyendo  muchas  de  relevancia  en 

la  industria  de  alimentos  tales  como  Salmonella spp,  Escherichia  coli  O157H7,  
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Pseudomonas  aeruginosa,   Bacillus   cereus   Bacillus   subtilis,   Listeria  

monocytogenes  y  Staphylococcus  spp. 

La presente investigación demuestra los efectos inhibitorios de Cinnamomum verum 

sobre Fusarium concentricum. Montero-Recalde et al. (2017), realizaron un estudio 

antimicrobiano del aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) sobre 

cepas de Salmonella choleraesuis y Salmonella typhimurium, donde aplicaron un 

diseño con cinco tratamientos (10, 30, 50, 70, 90% de aceite de canela) y cinco 

repeticiones. Asimismo, Hernández-López et al. (2018), realizaron un estudio que 

tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicótico de películas formuladas con 

quitosano y quitosano combinadas con cera de abeja, ácido oleico y aceites 

esenciales de tomillo, canela y clavo. Estas fueron evaluadas primeramente como 

inhibidores del crecimiento micelial in vitro de Rhizopus stolonifer, Colletotrichum 

gloeosporioides, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum y Penicillium digitatum. 

Se demostró que las películas a base de quitosano, cera de abeja/ácido oleico y 

aceites esenciales de canela y clavo adicionadas con concentraciones de 0,1, 0,25 

y 0,5 % inhibieron completamente el crecimiento micelial de los cinco hongos. De 

igual manera Caballero et al. (2016) demostraron que los aceites esenciales de 

clavo de olor (Syzygium aromaticum) y canela (Cinnamomum) a concentraciones 

de 0.05 µL, 0.10 µL y 0.20 µL inhiben el crecimiento de microorganismos fúngicos 

como Aspergillus flavus. 

De acuerdo a nuestros resultados, el falso laurel (Litsea glaucescens) , contuvo 1,8-

Cineol (46%), dihydrocarveol (23.8%), alfa-pineno (5.1%) y beta-pineno (3.1%). El 

trabajo de Guzmán Gutiérrez et al. 2012, reporta los componentes principales del 

aceite esencial encontradndo o-cimeno (25,86%), limoneno (8,66%), tepinen-4-ol 

(5,08%), α-pineno (3,86%), linalool (3,64%), γ-terpineno (2,83 %), β-pineno (2,34 

%), (S)-(+)-carvona (1,85 %) y acetato de nerilo (1,35 %) y carveol (1,35 %) como 

los más abundantes.  

En aceite esencial de Litsea glaucescens en comparación de Cinnamomum verum, 

no cuenta con trabajos que demuestren su efectividad ante hongos fitopatógenos. 

Una aproximación es descrita en la investigación de Tapia et al. (2014), en donde 
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se mencionan dos técnicas histoquímicas para localizar la presencia de compuestos 

fenólicos como lignina y taninos, así como lípidos y carbohidratos no estructurales 

en cortes de hoja y de madera de Litsea glaucescens. De igual manera, Dávila et 

al. (2011), nos habla de los usos tradicionales y su potencial de aprovechamiento. 

Por lo tanto, es importante seguir investigando sobre la importancia antifúngica que 

tiene Litsea glaucescens. 

Fusarium concentricum presento mayor agresividad sobre el tomate verde en 

comparación a Clonostachys rosea. En la investigación de Leslie y Summerell, 

(2006), se describe que las especies de Fusarium se encuentran entre los 

patógenos de plantas más comunes y extendidos en el mundo y son de gran 

importancia económica. En cuanto a lo reportado por Ma et al. (2013), las 

enfermedades causadas por Fusarium incluyen marchitez, tizón, pudrición y 

chancros de muchos cultivos hortícolas, de campo, cultivos ornamentales y 

forestales en ecosistemas agrícolas y naturales. Muchas especies de plantas se ven 

afectadas con al menos una enfermedad ocasionada por Fusarium spp. (Nelson et 

al., 1981; Leslie y Summerell, 2006). La American Phytopathological Society informó 

que 81 de 101 plantas de importancia económica tienen al menos una enfermedad 

causada por Fusarium (APS, 2014).  

Los síntomas que presentaron los tomates verdes que fueron inoculado con 

Fusarium concentricum, fue la perdida de turgencia, crecimiento de micelio hasta 

cubrir el tomate por completo y perdida de la firmeza. En el trabajo Huda-Shakirah 

et al. (2020), se demuestra que Hibiscus sabdariffa puede ser colonizado con 

Fusarium concentricum presentando lesiones necróticas irregulares de color marrón 

en los puntos de la herida. A medida que avanza la enfermedad, las lesiones se 

hunden, aumentando de tamaño y se tornaron de un color marrón más oscuro, lo 

que provocaba la aparición de síntomas de manchas y formación de micelio blanco. 

Para el caso de Clonostachys rosea sobre en tomate verde, este originó perdida de 

turgencia en este fruto confirmando su patogenicidad. La investigación realizada por 

Cota et al. (2018) muestra que Clonostachys rosea tiene actividad fungicida contra 

la producción de moho gris sobre la fresa. De igual manera Flores et al. (2015) 



48 
 

evaluaron la capacidad antagónica de Clonostachys rosea sobre el crecimiento de 

Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Botrytis cinerea. La actividad antagónica 

de C. rosease se basa en un rápido crecimiento y una rápida colonización del 

sustrato, degradando paredes celulares del patógeno probablemente por la 

secreción de numerosos enzimas líticas. De acuerdo a nuestra investigación 

bibliográfica, nuestra investigación es el primer trabajo en donde se considera a C. 

rosea como potencial patógeno del tomate.  

Los resultados de opacidad mostraron que las películas de quitosano puro son 

menos opacas que las otras películas hibridas. Sin embargo, nuestras películas 

hibridas con aceite esencial a menor concentración mostraron mayor opacidad en 

comparación a los películas con mayor concentración de aceite esencial. En 

comparación al trabajo de Santacruz et al. (2015) en películas comestibles a base 

de almidón y quitosano mostró que las películas con menor concentración de 

almidón mostraban valores menores de opacidad en comparación con películas de 

almidón cuyo valor de opacidad fue mayor. De igual manera en el trabajo de Morales 

et al. (2022) demostraron que sus películas híbridas que contienen concentraciones 

más altas de aceite esencial de Schinus molle, son más opacas en comparación a 

las películas que contienen menor concentración de AE. 

Los resultados reportados en las pruebas de SEM sugieren que la inclusión de 

AECv y AELg causa una separación de fases en las soluciones poliméricas que 

corresponden a la aparición de burbujas o poros en las películas. Bohórquez et al. 

(2016), realizaron pruebas de microscopía electrónica de barrido (SEM) con 

películas de quitosano puro y películas con aceite esencial Loa autores encontraron 

resultados similares en donde las películas de quitosano puro no mostraron 

irregularidades, mientras que las películas de quitosano con inclusión de AE de 

tomillo presentaron burbujas y poros en las películas. Li et al. (2019), realizaron 

pruebas de microscopía electrónica de barrido (SEM) con películas de quitosano 

puro y películas con aceite esencial demostrando que la estructura transversal de 

la película de quitosano puro es continua, compacta y uniforme. Sin embargo, la 

sección transversal de la película de quitosano con aceite esencial de cúrcuma 
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muestra una heteroestructura en la que las gotas de aceite quedan atrapadas en 

una red continua de carbohidratos con mayor rugosidad y aparición de cavidades y 

grietas. La investigación de Altiok et al (2010), coincide en el hecho de que el tamaño 

y la cantidad de poros también aumenta con el incremento de la concentración de 

los AE incluidos en las películas de quitosano puro. 

Los tratamientos FC3 (1.3% AECv) y FL3 (1.3% AELg) que contenían una mayor 

concentración de AE, mostraron un claro efecto inhibitorio en el crecimiento de las 

estructuras reproductivas sobre los hongos Clonostachys rosea y Fusarium 

concentricum. Alzate et al. (2009), evaluaron la actividad antifúngica de los AE de 

tomillo (Thymus vulgaris), limoncillo (Cymbopogon citratus) y sus componentes 

mayoritarios, timol y citral a diferentes concentraciones contra la especie C. 

acutatum. Los resultados revelaron que el timol a 125 mg/L y el citral a 300 mg/L 

inhiben completamente el crecimiento micelial. De igual manera, Scalvenzi et al. 

(2016) evaluaron el efecto de los AE de Citrus limon y Cymbopogon citratus, sobre 

el crecimiento in vitro de los hongos fitopatógenos Rhizopus stolonifer, Aspergillus 

oryzae, Cladosporium cladosporioides. Fusarium solani, Moniliophthora roreri y 

Phytophthora sp, donde las concentraciones de AE eran de 10, 50,100, 200, 500 

μL/mL. El aceite de C. citratus mostró una significativa actividad antifúngica a la 

concentración máxima (500 μL/mL), mostrando un comportamiento similar que 

Citrus limon que mostro actividad antifúngica con la concentración máxima (500 

μL/mL). Resultados similares reportados por Taborda et al. (2015), donde evaluaron 

el efecto fungistático de extractos y AE de Lippia origanoides y Thymus vulgaris (a 

concentraciones de 128, 256 y 500 mg/L) sobre el hongo patógeno Botrytis cinerea, 

donde ambos, AE mostraron tener inhibición del crecimiento micelial del hongo a la 

concentración máxima de 500 μL/mL. 

 

Las enfermedades causadas por hongos pueden provocar pérdidas importantes en 

el rendimiento y la calidad de los frutos y adicionalmente, pueden disminuir la vida 

útil de las plantas. Dependiendo de la incidencia y severidad, éstos pueden 

transformarse en factores limitantes para la producción y comercialización de los 

productos agrícolas, provocando pérdidas económicas a productores y 
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comerciantes (Redagricola, 2021). Los hongos fitopatógenos de mayor relevancia 

varían según las prioridades científicas y económicas de una región geográfica. Sin 

embargo, algunos representan altos riesgos para la seguridad alimentaria y son 

modelos de estudio en temas relacionados a la inmunología, factores 

epidemiológicos y genética en plantas (Dean et al., 2012) 

Para combatir a los hongos patógenos u otros factores que afecten a las cosechas 

muchos de los agricultores aplican pesticidas por la necesidad de proteger a sus 

cultivos, sin tomar en cuenta la toxicidad del producto. Esto conlleva a la 

contaminación por residuos químicos a los cultivos, lo cual repercute en el suelo, 

aire y agua. Puerto et al. (2014) mencionan las principales problemáticas de los 

ocasionados por los pesticidas en el medio ambiente siendo que estos contaminan 

directamente el medio que lo rodea como son suelos agrícolas, canales de regadío, 

animales, poblaciones rurales, entre otros. En consecuencia, esto provoca la 

desaparición de especies nativas de la zona y la destrucción de insectos benéficos, 

alterando los ecosistemas, lo cual repercute en el clima.  

En los últimos años se está retornando al uso de las plantas como fuente de 

pesticidas más seguros para el medio ambiente y la salud humana en sustitución 

de los productos sintéticos. Numerosos componentes del reino vegetal han 

demostrado ser agentes de control contra un amplio espectro de insectos y 

microorganismos, lo que puede ser aprovechado para el control de estos (Palacios 

et al., 2010). Adekambi et al. (2010), reporta que muchos productos naturales con 

pueden ejercer una actividad de control sobre fitopatógenos con una eficacia y una 

acción cada vez mayor y más rápida, lo que está causando que estas prácticas sean 

gradualmente más adoptadas ante un rango de condiciones ambientales.  

Lo que se pretendió con este trabajo fue encontrar una alternativa menos dañina al 

medio ambiente con el uso de extractos naturales que presentan actividad 

fungistática o fungicida sobre patógenos que afecten a las cosechas de tomate 

verde. De igual manera los recubrimientos y fungicidas naturales representan un 

área de investigación importante para buscar alternativas para el control de hongos 

fitopatógenos. Como un posible beneficio se mantiene la calidad de las cosechas 

para que se pueda comercializar el producto y que llegue en buen estado a los 
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clientes finales respetando las normas ecológicas y remplazando agentes tóxicos 

para el ser humano y el medio ambiente. 

Adebayo et al. (2013) sostiene que los fungicidas naturales a partir de aceites 

esenciales que son una fuente rica en productos químicos bioactivos que tienen 

diversas propiedades antifúngicas. Por lo general estos productos químicos son 

útiles contra un número limitado de especies, y a veces son específicos para alguna 

especie. Además, los aceites esenciales son biodegradables y no tóxicos. 

Mesa et al. (2019) Clasificaron el potencial fúngico de extractos vegetales como un 

punto de partida en el desarrollo de productos cuyo principio activo es un agente 

natural y que podría contribuir a aminorar los costos de producción para los 

agricultores. Debido a que se biodegradan rápidamente, no contaminan el ambiente 

y presentan un bajo costo. De esta manera el desarrollo de biofungicidas requiere 

equipos multidisciplinarios para optimizar la producción, la eficacia, el 

almacenamiento y la estabilidad de un producto para que esta tecnología pueda 

evolucionar y satisfacer las demandas agrícolas de hoy en día. 
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CONCLUSIÓNES 

 

 El uso de películas hibridas de quitosano con aceite esencial de Litsea 

glaucescens y Cinnamomum verum demostraron tener un efecto fungicida 

sobre los patógenos dos patógenos de frutos de Physalis philadelphica 

comercializados en Puebla, México.  

 Se demuestra por primera vez el efecto antifúngico del AE de Litsea 

glaucescens. 

 Se identificó por primera vez a Clonostachys rosea como fitopatógeno del 

tomate verde. 

  Las películas con el AE de Cinnamomum verum y aquellas conteniendo las 

concentraciones más elevadas inhibieron el crecimiento de Clonostachys 

rosea, sin embargo, estos materiales redujeron un cambio de color del 

tomate. 

 Las películas con el AE de Litsea glaucescens y aquellas conteniendo las 

concentraciones más elevadas inhibieron el crecimiento de Clonostachys 

rosea. 

 El uso de fungicidas naturales es importante para la conservación de los 

suelos, para prolongar la vida útil de los frutos en el periodo poscosecha y 

además, representa una opción más económica y segura para consumo 

humano. 
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ANEXOS 

 

Abreviaturas  

 

AE= Aceite esencial 

AECv= Aceite esencial de Cinnamomum verum 

AELg= Aceite esencial de Litsea glaucescens  

FT-IR= Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier 

Secuenciación del ITS 

 

ID  Identific
ado 
como  

Total, 
de 
bases 
compa
radas  

Query 
covera
ge %  

Maxima 
identidad %  

Secuencia 

MG489
962.1 

Fusariu
m 
concent
ricum  

941 72% 100% >H220207-
057_I21_10_ITS4.ab1
 700 
CGGATTTCTACCTGATCCGA
GGTCACATTCAGAAGTTGGG
GGTTTAACGG 
CTTGGCCGCGCCGCGTACC
AGTTGCGAGGGTTTTACTAC
TACGCAATGGA 
AGCTGCAGCGAGACCGCCA
CTAGATTTCGGGGCCGGCT
TGCCGCAAGGGC 
TCGCCGATCCCCAACACCAA
ACCCGAGGGCTTGAGGGTT
GAAATGACGCT 
CGAACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTGGCGGGCGCAAT
GTGCGTTCAAAG 
ATTCGATGATTCACTGAATT
CTGCAATTCACATTACTTATC
GCATTTTGC 
TGCGTTCTTCATCGATGCCA
GAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTG 
ATTTATTTATGGTTTTACTCA
GAAGTTACATATAGAAACAG
AGTTTAGGG 
GTCCTCTGGCGGGCCGTCC
CGTTTTACCGGGAGCGGGC
TGATCCGCCGAG 
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GCAACAATTGGTATGTTCAC
AGGGGTTTGGGAGTTGTAAA
CTCGGTAATG 
ATCCCTCCGCAGGCACCCT
ACGGAAACTCAGTTGATCGT
TGCTACTCCCA 
ACCCATACGAACATCACACG
TCAACGGGGCTTCATGAGG
TTTGACAAGAG 
AAATGGGCAATCCCGCCGC
AAGCCCCTTTACATTTTCCT
GTTTACGAGTT 
GTTCTGCCAAAATAAGATTC
GACAATGATCCTTCCTCACG
TTTAGGCTAC 

 

 

ID  Identificado 
como  

Total
, de 
base
s 
com
para
das  

Query 
coverage 
%  

Maxima 
identidad %  

Secuencia 

JQ4
113
81.1 

Clonostach
ys rosea 

948 94% 99.81% >H220207-
057_M21_12_ITS4.ab1
 700 
CGTAAATCTACCTGATCTGAG
GTCACCTTGGAAGTTGGGGG
TTTAACGGC 
AGGGGCTCGTCGCTCTCCGA
TGCGGAATATCACTACTTCGC
AGGGGAGGC 
CACGACGGGTCCGCCACTAG
ATTTAGGGGCCGGCCGTCCC
TCGCGGGCTT 
TGGCCGATCCCCAACACCAC
GCCCTAGGGGCATGAGGGTT
GAAATGACGC 
TCAGACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATG
TGCGTTCAAA 
GATTCGATGATTCACTGAATT
CTGCAATTCACATTACTTATC
GCATTTCG 
CTGCGTTCTTCATCGATGCCA
GAACCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTT 
TATTTATTTGTAAAAACTACTC
AGAAGATTCCAAAATAAAACA
AGAGTTA 
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AGTTTCCTAGGCGGGCGCCT
GATCCGGGGCACACGAGGCG
CCCGGGGCAA 
TCCCGCCGAAGCAACAGTAG
GTATGTTCACATGGGTTTGGG
AGTTGTAAA 
CTCGGTAATGATCCCTCCGCA
GGCCCCCCCCTACGGGGAGG
ATCATTACC 
GAGCTTACAACTCCGATACCC
ATGTGAACATACCTGCGTTGC
TCGGCGGT 
TGCCCCGGGCGCCCCGGTGC
CCCGGACAGCGCCGCTGGAA
CTAAATTGTT 
TTATTGGAATCTCTAGTAGTTT
TTACAATATAAACTTTCGACAC
GACTTG 
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