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RESUMEN

El control de enfermedades poscosecha en tomate verde (Physalis philadelphica)
mediante peliculas hibridas de quitosano adicionando aceites esenciales representa
una alternativa eficiente para la proteccion de los cultivos, lo que permitiria sustituir
con éxito a los agroquimicos sintéticos y de este modo, evitar pérdidas econdmicas
en la cadena de produccion. Este proyecto se realizé el disefio, caracterizacion y
aplicacion in situ de peliculas hibridas que contienen quitosano combinado con el
aceite esencial del falso laurel (Litsea glaucescens; AELg) y de canela
(Cinnamomum verum; AECv). Se reportan ademdas los resultados de la
identificacion 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 util para inhibir el
crecimiento hifal de Clonostachys rosea. Ambos aceites fueron evaluados mediante
el método de microdilucion en caldo con resazurina. Se prepararon seis peliculas
hibridas a partir de quitosano al 1 % combinado con diferentes cantidades de AECv
y AELg (0.7 ,1y 1.9 % p/v) para generar seis peliculas hibridas denominadas FC1,
FC2, FC3 (conteniendo AECv) y FL1, y FL2, FL3 (conteniendo AELQ). Los ensayos
in situ de estas peliculas sobre los frutos de tomate previamente inoculados con
Fusarium concentricum y Clonostachys rosea, demostraron la conservacion de la
calidad del fruto durante 21 dias, lo cual fue observado en los niveles de firmeza.
De acuerdo con los datos observados sobre la capacidad antifingica, asi como con
las propiedades espectroscoépicas (FT-IR), de textura (SEM) asi como transmitancia
y opacidad, las peliculas FC3 y FL3 mostraron las mejores propiedades
fisicoquimicas y antifingicas in situ para evitar el desarrollo conidial y micelial de

Fusarium concentricum y Clonostachys respectivamente.



INTRODUCCION

El tomate verde (Physalis philadelphica Lam.) también conocido como tomate de
cascara o miltomate (“milli”, milpa, sembrado, y “tomatl”, tomate) es una especie
boténica originaria de México, perteneciente a la familia de las Solanaceas (Magos
et al., 2017). Se trata de una planta herbacea anual con flores hermafroditas y de
tonalidad amarilla. El tallo de la planta es estriado y sus hojas son glabras. El fruto
es pequefio, esférico y verde, rodeado por una envoltura papiracea, la cual esta
conformada por el caliz cuando el fruto madura rompe el envoltorio adyacente, el

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

El tomate verde es de gran importancia econdémica en Meéxico ya que es
ampliamente utilizado en la alimentacion de la poblacion mexicana. En la actualidad
dicha hortaliza se ubica entre las cinco principales especies horticolas cultivadas en
el pais ya que su importancia economica se ha extendido a otros paises para fines
alimenticios y/o comerciales. Asimismo, en la medicina tradicional desde épocas
remotas se ha utilizado la cascara y el fruto de esta planta para tratar diversas
enfermedades como la tosferina, problemas estomacales, dolor de oidos, presion

arterial alta, entre otros (Bello, 2019).

En el 2016, la produccion 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, Michoacan y Jalisco. Por otra parte, los
estados que reportaron mayor crecimiento en la produccion de dicha hortaliza en
2016 fueron: Nuevo Ledén 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 pais es de 42 mil 639 hectareas, distribuidas en 28
estados del pais (SAGARPA, 2017).

La produccion del tomate se ve afectada por diversos factores bidticos que causan
grandes pérdidas econdmicas. Entre los cuales destaca el estrés bidtico causado

por hongos, bacterias, virus, nematodos y fitoplasmas. De esta manera, las
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enfermedades ocasionadas por dichos patégenos representan uno de los factores
de mayor riesgo para la produccién de diversos cultivos, por lo cual es importante
implementar estrategias para su proteccién ante el ataque de fitopatégenos. Esto
considerando que en los ultimos afios las enfermedades virales y bacterianas han
ocasionado grandes pérdidas econémicas en la produccion de diferentes cultivos
(Pérez-Moreno et al., 2004).

Hongos fitopatégenos

Se considera que existen mas de 8000 especies de hongos que producen
enfermedades en las plantas. Todas las plantas superiores pueden ser infectadas y
dafiadas por mas de una especie de hongo fitopatdgeno y una especie de hongo
fitopatdgeno puede atacar a mas de una especie de planta (Agrios 1988). Los
hongos pueden atacar a todas las partes de la planta, y los sintomas pueden ser
clorosis (pérdida de color verde), necrosis (muerte de tejido, manifestada de
diversas maneras como lesiones discretas, tizdn y pudricibn) marchitez y

alteraciones del crecimiento (Cavallini, 1998).

Se ha reportado que, para una invasion exitosa de los 6rganos de las plantas, el
desarrollo de los hongos fitopatdgenos esta estrechamente regulado por la
formacion de estructuras especializadas de infeccion. Ademas, para la colonizacion,
los patégenos despliegan un conjunto de factores de virulencia. Con base en esto,
los hongos fitopatdbgenos pueden clasificarse como necrétrofos, bidtrofos vy
hemibiofrotos (Doehlemann et al., 2016) Los hongos necroétrofos 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 biétrofos establecen una estrecha
asociacion con el huésped mediante el desarrollo de hifas especializadas llamadas
haustorios, los cuales penetran la célula vegetal viva. Durante este proceso, los
hongos biétrofos secretan moléculas efectoras que suprimen a la planta y manipulan
su metabolismo a favor del patdégeno. De esta forma, el hongo puede colonizar y
obtener sus nutrientes causando la muerte del huésped (Koeck et al., 2011) Por
ultimo, los hongos hemibiéfrotos combinan las estrategias de necrotrofismo y

biotrofismo. En la fase biotréfica inicial el sistema inmune y la muerte celular del



huésped son suprimidos, lo que permite la invasion de las hifas a lo largo del tejido
infectado de la planta. Esta etapa es seguida por una fase necrotréfica durante la
cual el patégeno se secretan toxinas induciendo la muerte celular del huésped.
(Cabrera et al., 2019)

Uso de peliculas como fungicidas

Dentro de las principales estrategias para el control de los hongos fitopatégenos se
encuentra el uso de fungicidas y pesticidas, los cuales resultan téxicos para los
humanos y también provocan contaminacion de suelos agricolas, asi como otros
efectos negativos (Mesa et al.,2019). Debido a la situacién 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, asi como su anclaje en
peliculas de quitosano. Recientemente, la adicion 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 agricola (Pacheco-
Hernandez et al., 2021; Morales-Rabanales et al., 2022). La aplicacion 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 tecnologias
reemplazarian con éxito a los agroquimicos sintéticos usados de manera rutinaria
(Hafsa et al., 2016)

El quitosano es un derivado de la quitina obtenido por desacetilacion en presencia
de una base alcalina. Es un polimero que consiste en unidades 3-(1-4)-2-acetamido-
glucosa y B-(1-4)-2-amino — glucosa, siendo este Ultimo el mondémero mas
abundante con mas del 80%. La importancia de este biopolimero esta en sus
propiedades antimicrobianas en conjunto con sus propiedades para formar peliculas
(Fernandez-Saiz et al., 2009). Dentro de sus caracteristicas principales se conoce

gue es hidrofilico, biocompatible y biodegradable.

A diferencia de los polimeros sintéticos, este polimero no presenta limitaciones en

cuanto a la biocompatibilidad, biodegradabilidad y toxicidad, ademas 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, laurdceas, mirtaceas,
pinaceas, rosaceas, rutaceas, umbeliferas entre otras (Martinez, 1996). Los aceites
esenciales son liquidos viscosos semivolatiles, aromaticos obtenidos a partir de
material vegetal (brotes, flores, semillas, hojas, ramas, corteza, madera, frutos y
raices). Se caracterizan por tener un olor fuerte y son sintetizados por las plantas

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

Los aceites esenciales han demostrado poseer propiedades antimicrobianas que no
so6lo se limitan al efecto antibacterial, sino que incluyen caracteristicas antivirales,
antimicoticas, antiparasitarias e incluso insecticidas (Burt, 2004). Estas propiedades
estan relacionadas con la naturaleza de los AE ya que forman parte del arsenal
guimico de las plantas que utilizan como defensa. Los principales metabolitos
secundarios disueltos en un AE son los compuestos nitrogenados, fendlicos y
terpenoides. Sin embargo, los mas abundantes son por lo general terpenos y
alcoholes fendlicos que han sido reportados como inhibidores de hongos
poscosecha (Tripathi y Dubey, 2004). Dentro de algunos componentes secundarios
gue son extraidos de las plantas se encuentran principalmente los terpenos. Sin
embargo, los constituyentes aromaticos (fenilpropanoides) y alifaticos (derivados de
acidos 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 produccion alimentaria. Es
importante debido a que presentan menores efectos toxicos para el ser humano y

el ambiente, asi como son biodegradables (Rodriguez et al., 2000).



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
biolégica. Los aceites esenciales como agentes antimicrobianos presentan dos
caracteristicas 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 patégenos
(Daferera et al., 2003)

En cuanto a su composicidn quimica, los aceites esenciales contienen una buena
porcion 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 basicamente
en las raices. Sin embargo, su concentracion presenta variaciones, ya que en
ocasiones se transformacion en otros compuestos dependera de la parte de la
planta, asi como del estado fenolégico 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 arbol perenne, que puede llegar a medir hasta 15 metros. Su corteza marrén
grisacea de consistencia lefiosa es la parte mas importante desde el punto de vista
comercial. Este 6rgano tiene un aroma particular debido al AE aromatico que

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

La composicion quimica del aceite de canela esta constituida por 38 fitoquimicos,
de los cuales el compuesto mas prominente es el cinamaldehido (70-80%), seguido
del eugenol (4-10%), limoneno (2.42%), acetato de cinamilo (2.03%), linalol (1.16%)
y a-terpineol (0.87%). Los compuestos quimicos restantes estan presentes en
cantidades trazas (menos de 0.5%). El cinamaldehido 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 arbol
gue crece hasta 6 m. Posee hojas alternas a opuestas con una constriccion en el
apice que es de color verde fuerte en el haz y verde més claro en el envés. Tiene
un aroma particular debido al AE aromatico que se encuentra en su estructura
(Luna, 2003). La composicién quimica del aceite del falso laurel se basa en la
presencia de 1,8-cineol (22%), sabineno (13%), terpinen-4-ol (10%), y-terpineno
(9%), acetato de a-terpinilo (7%), acetato de nerilo (7%), a-pineno (5%) y B-pineno
(4%) (Tapia et al., 2014).

Antecedentes

Ghaouth et al. (1994), observaron cambios ultraestructurales y bioquimicos en la
interaccién quitosano con el hongo Botrytis cinerea el cual afecta al pimiento morrén
(Capsicum annuum cv. Bellboy), hallando que las hifas tratadas con quitosano
presentaban varios grados de desorganizacion celular que se manifestaban desde
perder la consistencia de la célula hasta la degradacion del protoplasma, mientras
gue en los tratamientos donde no se aplico este biopolimero las hifas conservaron

su apariencia normal.

Hernandez et al. (2011), evaluaron in vitro e in situ el efecto antifungico 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 pudricion blanda del tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.). Los tratamientos mas efectivos para inhibir el crecimiento in vitro
de Rhizopus stolonifer fueron obtenidos con quitosano y aceites esenciales mientras
gue los experimentos in situ mostraron que el tratamiento individual con quitosano
fue el mejor para reducir el porcentaje de infeccion de los frutos del tomate. Estos
resultados demuestran que el uso de estos componentes es una alternativa natural

para controlar la pudricion blanda en frutos de tomate.

Gutiérrez et al. (2012), evaluaron calidad microbiolégica de los cubos de mango
(Mangifera indica). Estos fueron tratados con recubrimientos de quitosano

adicionado con pequefias concentraciones de AE de naranja y limén, encontrando
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una reduccién significativa en la presencia de coliformes, psicrofilos, hongos y

levaduras.

Hafsa et al. (2016), elaboraron una pelicula de quitosano reforzada con AE de
Eucalyptus globulus logrando disminuir la humedad de la pelicula, de igual manera,
observaron un aumento significativo en su propiedad antioxidante. El incremento en
la concentracion 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
gue debido sus efectos y siendo un material sustentable podria actuar como pelicula

comestible.

Xoc-Orozco et al. (2017), realizaron un analisis del transcriptoma de la interaccion
aguacate-Colletotrichum-quitosano, donde se demostrd que el quitosano induce la
expresion de genes relacionados en la biosintesis de compuestos fendlicos y regula
un gran numero de procesos metabdlicos que previenen la proliferacion del

fitopatogeno.

Lietal. (2019), desarrollaron peliculas de quitosano con aceite esencial de curcuma,
las cuales demostraron actividad antifungica en presencia del hongo Aspergillus
flavus. Los autores determinaron que este tipo de AE incorporado en quitosano
forma una pelicula con propiedades de barrera y anti-aflatoxigénicas que podria ser

utilizada como material para envasado de alimentos o cultivos.

Anaya-Esparza et al. (2020), encontraron que al incorporar AE de canela, naranja y
limén a recubrimientos a base de quitosano se prolongo la vida de anaquel de fresas
(7-15 dias), pepinos (21 dias), jujube (20 dias), pimiento morron (35 dias a) y mango
(11 dias a). Los frutos tratados con los recubrimientos funcionalizados con AE
disminuyen su tasa de respiracion, mantienen su firmeza y calidad. Ademas,
reducen la incidencia y aparicion de signos de enfermedad causada por Botrytis
cinerea en la fresa, Penicillium citrinum en frutos de jujube y por el Phytophthora
drechsleri en pepino. Ademas, este recubrimiento provee proteccion contra la

proliferacion de bacterias.
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HIPOTESIS.

Peliculas hibridas a base de quitosano y AE de del falso laurel (Litsea glaucescens)
y canela (Cinnamomum verum), seran efectivos para controlar algunos hongos

fitopatdgenos que atacan al tomate verde.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifangica de peliculas hibridas conteniendo los AE del falso
laurel (Litsea glaucescens) y canela (Cinnamomum verum), sobre tomate verde

(Physalis philadelphica) infectado con hongos fitopatégenos poscosecha.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar y aislar hongos fitopatogenos poscosecha en tomate verde
comercializado en Puebla, México.

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

hongos fitopatégenos poscosecha identificados.

Elaborar y aplicar peliculas hibridas sobre base de quitosano y AE del falso laurel
(Litsea glaucescens) y canela (Cinnamomum verum) como agentes fungistaticos en
frutos de tomate verde previamente inoculados con los hongos fitopatdgenos

identificados.

13



METODOLOGIA
Material vegetal

Frutos de tomate verde (Physalis philadelphica Lam.) con signos de pudricion
poscosecha fueron obtenidos del mercado de Santa Margarita, ciudad de Puebla,
gue 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 nimero de voucher 158364.

Los frutos fueron sanitizados por sumersion en una solucién 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 cm? fueron
depositados en medio Agar Dextrosa Papa (PDA) durante 7 dias. Al término de este
tiempo, las morfologias fueron separadas, purificadas y mantenidas en el mismo

medio.

Pruebas de patogenicidad

Discos hifales de las morfologias fungicas obtenidas (de cultivos de 10 dias), fueron
inoculados en frutos sanos de tomate para ser depositados en camara humeda
durante 7 dias a 28 °C y 80% de humedad relativa. Los sintomas de pudricion o
signos de infeccion fueron monitoreados durante un periodo de 10 dias. Para
pruebas de patogenicidad definitorias, solo se usaron las morfologias con virulencia
mientras que las demas fueron desechadas. Los postulados de Koch fueron
realizados por la inoculacién de 1000 conidios en frutos sanos, obtenidos de cultivos
en PDA incubados por 10 dias. Los conidios fueron recuperados de cultivos
estresados con luz solar (4 dias) y periodos de 4 °C (2 dias) con solucion salina
estéril y fueron ajustados a una concentracién de 1x 10° conidios mL™* usando un
camara de Neubauer. Los frutos infectados se mantuvieron en camara humeda

como ya se ha mencionado con anterioridad.
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Microscopia

Las estructuras reproductivas fueron tefiidas azul de algodén para su posterior

observacion en un microscopio Binocular Primo Star Carl Zeiss.
Identificacién molecular de cepas fitopatégenas

El DNA gendmico de los hongos determinados como fitopatégenos fue obtenido con
el kit DNAzol de ThermoFisher Scentific de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. La secuenciacion estuvo basada en la amplificacién secuenciacion de
las regiones de los espaciadores transcritos internos (ITS) usando los
oligonucléotidos ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) and ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) usando las condiciones de PCR reportadas por
Molnar et al. (2015). Los amplicones fueron secuenciados utilizando los servicios de
la compafia Macrogen, Inc. Seoul, South Korea. Las secuecias fueron comparadas

con aquellas depositadas en el NCBI y MycoBank.
Obtencion 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 hidrodestilacion usando un equipo Clevenger
de 5 litros de capacidad. Los aceites esenciales fueron recuperados con hexano
grado analitico y la humedad fue retirada por su incubacion en un desecador de

vidrio adicionado con sulfato de sodio anhidrido.
Caracterizacion quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales obtenido por hidrodestilacion fueron analizados en un
cromatografo de gases marca Varian CP3800 equipado con una columna capilar
Factor Four VF-5ms (30 m x 0.25 mm 1.D, 25 um of 5:95 fenil-PDMS) acoplada a un
cuadrupolo sencillo marca Varian modelo 320MS. La fase mévil sera helio a un flujo

de 1 mL min. La identidad de los componentes de los aceites se determiné de
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acuerdo con sus espectros de masas (70 eV) en comparacion con la base de datos
de referencia estdndar NIST 2.0, con la literatura y mediante la inyeccidn conjunta
de estandares auténticos disponibles en el laboratorio. Los indices de retencién de
Kovats (RI) se obtuvieron en comparacion con los tiempos de retencion de una

mezcla estandar de n-alcanos (Cs-C20) en las mismas condiciones analiticas
Pruebas antifungicas in vitro

Los analisis antifungicos se realizaron por el método de microdilucién en caldo
usando el indicador de viabilidad resazurina (Sigma-Aldrich Co.). Discos hifales de
4 mm de didmetro fueron extraidos a partir de cultivos en PDA de 10 dias para ser
depositados en 300 pL de medio PDB, en microplacas de Elisa de 96 pozos durante
un periodo de 40 horas a 28 °C en agitacion moderada (50 rpm). Curvas de dosis
respuesta (10-500 pg/ mL)) fueron efectuadas con los aceites esenciales
previamente emulsificados en etanol absoluto. La concentracion del aceite fue
determinada de acuerdo a su densidad, la cual fue calculada mediante su masa. La
conversion de resazurina en resorufina fue monitoreada a 630 nm usando un lector
de microplacas de Elisa. Las concentraciones minimas inhibitorias fueron estimadas

por quintuplicado.
Elaboracion de peliculas hibridas

Las peliculas se prepararon de acuerdo con Morales-Rabanales et al. (2022). Se
preparé una solucion de quitosano (1% p/v) en acido acético al 1% (v/v). Luego, la
solucion (100 mL) se mantuvo en agitacion continua a 50 °C durante 60 minutos.
Posteriormente, se afadieron a la solucion diferentes cantidades de los aceites
esenciales para obtener peliculas que contuvieron 0.7, 1y 1,3% (p/v) de cada aceite
esencial. Para preparar las peliculas, se vertieron 20 mL de cada composicion en
cajas de Petri de vidrio (90 mm de diametro) y se secaron a temperatura ambiente
(25 °C) durante 72 horas. Finalmente, las peliculas se retiraron de las cajas de Petri
para su posterior analisis y evaluacién biolégica. Se utilizaron peliculas elaboradas
con quitosano puro (Ch) como controles para andlisis fisicoquimicos y pruebas

biologicas. Los materiales se prepararon por quintuplicado.

16



Pruebas antifungicas 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 fitopatbgeno (previamente
resuspendidos en solucidn salina estéril) por penetracion directa utilizando una
micropipeta de 200 puL de capacidad. El nimero de conidios se estimé utilizando
una cadmara de Neubauer. Los tratamientos experimentales consistieron en tomates
(n=25) que fueron cubiertos con las peliculas obtenidas. Los tomates inoculados
con conidios se consideraron como controles de infeccidn, mientras que los
aguacates sanos sin pelicula se consideraron como controles no infectados. Los
frutos fueron procesados en camara de humedad a 28 °C y 70% de humedad
relativa bajo un fotoperiodo estandar (12 h luz y 12 h oscuridad). Se sigui6 la
aparicion de sintomas como pérdida de turgencia y/o proliferacion micelial todos los

dias durante 10 dias.
Caracterizacion fisico-quimica de las peliculas

Los datos espectrales de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-
IR) de las peliculas obtenidas se obtuvieron en un espectrémetro Bruker Vertex 70
(Billerica, Estados Unidos) a 400-4000 cm™. Estos andlisis se realizaron por
triplicado (n=3). La microscopia electrénica de barrido de las peliculas se realiz6
utilizando cuadrados de 1 cm? cubiertos con una fina capa de oro al vacio para su
posterior examen en un microscopio electronico de barrido (SEM) JEOL JSM-6610
(Akishima, Japon). Estos analisis se realizaron por triplicado (n=3). El espesor de
las peliculas se midié utilizando un micrémetro digital de alta precision (iGaging,
precision 0,001 mm). Se realizaron diez mediciones (n=10) a partir de cortes
transversales de las peliculas. Las propiedades Opticas se determinaron en un
espectrofotometro UV-1600PC VWR (Radnor, Estados Unidos) a 190-800 nm. Se
us6 una cubeta vacia como blanco. La transmitancia de la pelicula se determiné a
partir de muestras de 1 a 5 cm de longitud que se colocaron dentro de la cubeta en

orientacién perpendicular a la fuente de luz. La opacidad de la pelicula se determin6
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midiendo la absorbancia a 600 nm y se calcul6 de acuerdo con Morales-Rabanales

et al., 2022. Estos andlisis se realizaron por triplicado (n=3).
Andlisis de firmeza

La firmeza se obtuvo en unidades kg/cm? con un penetrémetro marca VTSYIQI,
modelo GY-3 en quintuplicado. Se utilizé el programa GraphPad Prism 9, para

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

RESULTADOS

Aislamiento y microscopia de las cepas

Dos hongos fitopatogenos fueron aislados y purificados de las muestras de tomate
verde mostrando sintomas de pudricion blanda. Estos fueron designados como MA4
y MA5.

La Figura 1 muestra las caracteristicas morfoldgicas principales del hongo MA4. La
colonia presenta una coloracion blanquecina en su anverso y en su reverso una
coloracion rojiza. Su crecimiento es rapido porque dura de 1 — 3 dias, su borde es
regular, la consistencia es suave, tiene textura algodonosa, su forma es circular y
su relieve es liso. El hongo mostré ser de tipo hialino, con hifas septadas del cual
emergen los conididforos ramificados que a su vez presentan fidlides con
abundantes microconidios. Los microconidios son redondos o globosos, delgados
sin curvatura, no son lunados, que miden de largo de 6.15 pm a 9.28 um. Presenta

monofialides con microconidios en masa.
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Figura 1. Estructuras microscopicas y macroscopicas del aislado M4 aislado del tomate
verde comercializado en Puebla, México. A y B, micrografias de las estructuras
reproductivas de la cepa M4, tefiidas con azul de lactofenol. C, micelio de la muestra
mostrando una coloracion blanquecina. D, reverso de la muestra presentando una

coloracion rojiza.

Como se muestra en la Figura 2, la morfologia MA5 presenté micelio hialino
algodonoso-blanco y una coloracién amarilla al reverso. Presentd un borde irregular,
de forma filamentosa de consistencia suave y un crecimiento moderado (7-9 dias).

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 conidi6éforos ramificados
peniciliados. Los microconidios tuvieron una forma ovalada y lisa, de igual manera
presentaron fidlides verticiladas. La medida de los conidios fue de 6.1 pm a 8.2 um
de largo y de ancho 3.1 puma 41.1 pm.

Figura 2. Estructuras microscopicas y macroscopicas del aislado M5 aislado del tomate
verde comercializado en Puebla, México. A y B, micrografias de las estructuras
reproductivas de la cepa M5. C, micelio de la muestra presentando una coloracion
blanquecina y textura algodonosa. D, reverso de la muestra presenta una coloracion

amarillenta.
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Identificacién molecular de los hongos aislados.

Para el caso del aislado M4, las secuencias de nucleétidos obtenidas con los
marcadores ITS mostraron una homologia del 100% con el hongo, Fusarium

concentricum. La homologia mas alta, fue con la secuencia MG489962.1

Fusarium concentricum strain SC26a small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal

transcribed spacer 2, partial sequence.
Sequence ID: MG489962.1 Length: 530 Number of Matches: 1

Range 1: 15 to 523 GenBank Graphics

Score Expect ldentities Gaps Strand

941 bits(509) 0.0 509/509(100%) 0/509(0%) Plus/Minus

Query 5 TTTCTACCTCATCCGAGOTCACATTCAGAAGTTGOGGAT TTRACGGCTTGECCOCGCCGC 64

CLOCREEREREE TR EEREE P E R LR T it
Sbjct 523 TTTCTACCTGATCCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGGEGTTTAACGGCTTGECCOIGLCGL 464

Query 65 GTACCAGTTOCGAGGETTTTACTACTACGCAATGOAAGCTOCAGCGAGACCOCCACTAGA 124

CLLREEREEREEEEEEERE R T R R LR e reer g
sbjct 463 GTACCAGTTGCGAGGGTTTTACTACTACGCAATGGAAGC TGCAGCGAGACCGCCACTAGA 404

Query 125 TTTCGGEGLCGOCTTECCGCAMGOOCTCRCCGATOCCCAACACCAAACOCGAGGOCTTOA 184

CLCCREEEEREL PR LR RO ERE LR L E R T T
Sbjct 403 TTTCGGGGCGGCTTGCCGCAMGGE TCGCCGATCCCCAACACCAAACCCBAGERCTTGA 344

Query 185 GOGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATOCCOGCCAGAATACTGGCOGOOGLAATGTGIGT 244

CELCREEERRL DL E RO R R LR n Rt it
Sbjct 343 GGGTTGAAATGACGCTCGAACABGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGIGCAATGTGCGT 284

Query 245 TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGETGCG 304

COLEREERERL PR TR E R T R e e n e iy it
Sbjct 283 TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATITTGETGE 224

Query 385 TTCTTCATCGATGLCAGAACCAAGAGATCCOTTGT TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTT 364

CLCRREERER PR TR EEERE TR e e r e ety il
Sbjct 223 TTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGARAGTTTTGATTTATTTATGGTT 164

Query 365 TTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGOTCCTCTGGCGGOCCETCCCGTTT 424

CECCREEEERCE PR TR E R T E R PR e e e e e i
Sbjct 163 TTACTCAGAAGTTACATATAGARACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGEOCCETCCCGTTT 104

Query 425 TACGGGAGCGOCLTEATCCOCCCAGGLAACAATTOOTATGTTCACAGOOOTTTOGGAGT 484

COLDREREERER U ERREEEERE R r e EE e e el
sbjct 103 TACCGGGAGCGEGCTGATCCGCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAGGGETTTGGGAGT 44

Query 485 TOTAAACTCGOTAATGATCCCTCCGCAGG 513

CLLORERREREE TR EEIREEERREL
Sbjct 43  TGTARACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGE 15

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 andlisis de la secuencia nucleotidica
obtenida con el marcador ITS revel6 una coincidencia de 99% con Clonostachys

rosea. La homologia mas alta se encontrd con la secuencia JQ411383.1.

Clonostachys rosea isolate B1a027A7ASNA2CC940 internal transcribed spacer
1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence.

Sequence ID: JQ411383.1 Length: 1050 Number of Matches: 1

Range 1: 4 to 520 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

948 bits(513) 0.0 516/517(99%) 1/517(0%) Plus/Plus

Query 17  CCAACCCATETGAMATACCTACTGTTGKTTCGRCGEGAT TECCCCGOGCGCCTCGTRT %
EELELCCRLRT L RRRREE R TP R e e |

Shjct 4 CCAAACCCATET GAMCATACCTACTGTTGICTTCEECEOOAT TEGCCCCGOECGCCICGTGT 63

Query 77  GCCCCGGATCAGGCHOCCGCCTAGGAAACTTAACTCTTGTTTTATTTTGGAATCITCTGA 136
LR AR R AR RN LA RAR R R AR RR LAY

Shjct B4 GCCCCGGATCAGGCHOCCGCCTAGGAAACTTAACTCTTETT TTATTTTGGAATCITCTGA 123

Query 137 GQTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTICTTGRTTCTGGCATICGATE 196

CECLERCCRREE R e Rt EEe e e e e e nnnnin
Sbjet 124 GTAGTTTTTACAMATAMTAAAAACTTTCAMCAACGGATCTCTTGGTTCTGECATCGATG 183

Query 197 AAGAACGCAGCCAAATGUGATAAGTAATO TGRATTIGCAGAATTCAGTGAATCATIGAATC 256

ELCLCECCEREEETE L CRRREERRLEEREREREEEEEET TRERRLETEERARERIY |

Sbjct 184 AAGAACGCAGCEAATGUGATAAGTAATOTGRATTGCAGATTCAGTGAATCATCGRATC 243

Query 257 TTTGAACGCACATTS0GCCCGCCAGTATTCTGECERECATGECTGTCTGAGCGTCATTTC 316
CELEEEELENEEEEEERRREE R R e EREEEr e L enannia

Sbj ct 244 TTTGAACGCACATTHOGLCCGCCAGTATTCTGECEGGCATGLCTGTCTGAGCGTCATTTC 303

Query 317 AACCCTCATECCCCTAGGGCGTEGTGTTOHGGATCGECAMMGLCCGCGAGGGALGGCCE 376
ECLLEUCLEEECEEREEREREELECEEERREE L TP EERRELEETRARean |

Sbjct 384 AACCCTCATECCCCTAGGGCGTERTOT TGGEEATCGGC (AAMGCCCGCOAGGGACGEECE 363

Query 377 GCCCCTARATCTAGTGGLEGACCCATCGTHECCTCCCCTRUGAAGTAGTGATATICCGCA 436

CLLCCCOTRRT TR TR e (e e e ee e e e et
Shjct 354 GCCCCTAMATCTAGIGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCCCTOOGAAGTAGTGATATICCGCA 423

Query 437 TCGGAGAGCGACGAZCCCCTGCIGTTAAMCCCCCAACTTTOCAAGGTTGACCTCAGATCA 495

LELECRERREEEHEEEERRREE LT e e e e e nani |
Shjet 424 TCGGAGAGCGACGASCCCCTGLCGTTAAACCCCCAACTTTOCAAGETTGACCTCAGATCA 483

Query 497 GGTAGGRATACCCOITOAACTTAAGCATATCRA-AAG 532

ECLCLEERRRT TRV R R i 11
Shjct 484 GGTAGGAATACCCGITGAACTTAMGCATATCARTAAG 529

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 fitopatdgenos, las
estructuras reproductivas de estos fueron inoculadas en frutos sanos de tomate

verde y se monitore0 el avance de la infeccion por 9 dias.

Fusarium concentricum (MA4) present6 un crecimiento rapido y denso del micelio,
cubriendo casi por completo al tomate al dia 9 post-inoculacion (Figura 5). Por otro
lado, el tratamiento hecho con el hongo MA5 (Clonostachys rosea) mostro la
aparicion de una pequefia biomasa concentrado solamente en la zona de
inoculacion, mientras que los sintomas se volvieron notorios hasta el término del
monitoreo. Sin embargo, al dia 9 se observé una pedida sustancial de turgencia. De
ambos hongos F. concentricum mostro tener una mayor actividad fitopatogénica in

Situ.

Dia

Figura 5. Cinética del crecimiento in situ de los aislados MA4 (Fusarium concentricum) y
MAS (Clonostachys rosea) durante un periodo de 9 dias.
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Actividad antifungica in vitro

Las pruebas realizadas con resazurina permitieron determinar la actividad redox de
las células fungicas con las que entra en contacto. Bajo esta premisa, la
transformacion de la resazurina en resorufina depende de la actividad de enzimas
antioxidantes que produce la célula cuando se encuentra metabdlicamente activa.
Por tanto, la falta de actividad redox se traduce en muerte celular. De esta manera,
el cambio en la coloracién azul de la resazurina hacia una tonalidad rosacea

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

Inicialmente, se probaron varios AE para determinar la capacidad antifingica de los
mismos, sobre los dos hongos fitopatégenos aislados. Sin embargo, los aceites
esenciales de azomitate (Barkleyanthus salicifolius), menta y falso laurel (Litsea
glaucescens), fueron probados para observar la presion que estos ejercian 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 concentracion minima inhibitoria (MIC) en

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

0.478 0.956 1.435 1.913 2.870 3.827 4784
AE Azomiate . \* & \ o
C+_
AE Menta
C+ 0.522 1.044 1.567 2.089 3134 4178 5223 c-
AE Laurel

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)

gue 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. Identificacion de compuestos pertenecientes al AE del falso laurel (Litsea

glaucescens) a través de GC-MS

NUmero

© 00 N O o B~ W N P

I e i =
A W N L O

15
16
17

18

19

20
21

Compuesto

Alfa-Pineno
Canfeno
Beta-Pineno
1,8-Cineol
Gamma-Terpineno
Terpinoleno
Linalool
1-Terpineol
Terpinen-4-ol
Dihidrocarveol
Carvona

Bornil acetato
Trans-Carvone oxido
neo-Isopulegyl
acetato

Allyl octanoate
Safrol
Trans-dihydro-alfa-
Terpinyl acetato
Cis-Pinocarwvyl
acetato

Geranil acetato
Beta-Cariofileno

Alfa -Humuleno

939

954

979

1026
1054
1086
1095
1130
1177
1193
1243
1254
1276
1277

1280
1287
1300

1311

1379

1408
1452

Abundancia
(%)

51

2.6

3.1

44.6

2.4
0.3
0.5
14
2.5
23.8
0.9
1.3
0.3
0.4

0.3
0.5
0.7

1.2

0.9

0.9
0.3
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22
23
24
25
26
27
28

Isobornil n-butanoato 1473

Alfa-Muuroleno 1500
(2)-Nerolidol 1531
Carifileno oxido 1582
Sesquithuriferol 1604
(2)-Lanceol 1760

Butil dodecanoato 1786

Total

0.5
0.4
0.4
0.4
0.3
0.5
0.6
97.1

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

volatiles disueltos en el AE del falso laurel.

GCounts]

2.6+10.0:800.0=

2.4

5]

00]

10

LAUREL xms 10.0:800.0>

minutes

Fig. 7. Cromatograma de GC-MS para los volatiles 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 presion que estos ejercian sobre la viabilidad hifal
de Clonostachys rosea (Figura 8). De acuerdo con los resultados, AE de canela tuvo
un grado de inhibicion sobre el hongo Clonostachys rosea en concentraciones mas
bajas, mientras que el AE de Tomillo necesité de mayor concentracion 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™.

C+ 0.554 1.108 2.216 C-

AE Tomillo

C+ 0.478 0.957 1.914 C-

AE Canela |

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)
gue conformaron al AE de canela (Cinnamomum verum). Dentro de los 14
compuestos identificados, 4 resaltaron por su abundancia el, (E)-cinamaldehido
(45.9%), eugenol (5.5%), linalool(6.8%) 1,3,8-p-menthatrieno (7.9%)
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Tabla 2. Identificacion de compuestos pertenecientes al aceite esencial de Canela

(Cinnamomum verum) a través de GC-MS

Numero 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 (2)-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 elucion de los volatiles en el AE de la canela.

|d

GCountsg]
1(10.0:800.0=

1.257

0.75

CANELA.xms 10.0:800.0=

10

12

minutes

Fig. 9. Cromatograma de GC-MS para los volatiles del AE canela (Cinnamomum verum).
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Pruebas antifungicas in situ con peliculas hibridas conteniendo aceites
esenciales

La efectividad de los AE sobre los hongos fitopatégenos del tomate verde fue
documentada con el objetivo de mostrar su impacto antifingico en las muestras del
tejido vegetal del tomate. El monitoreo de las pruebas consistié en un grupo control
y los tratamientos hechos con los AE de Litsea glaucescens (AELg) y Cinnamomum

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

El grupo control de Fusarium concentricum (Figura 10) presento efectos en la
superficie del tomate a los 2 dias. Una vez llegado al dia 5 este presentaba los
primeros efectos de la perdida de la turgencia y para el dia 11 los tomates verdes

mostraron una pérdida total de firmeza.

Las peliculas de quitosano puro presentaron un efecto protector hasta el dia 5,
teniendo un efecto inhibitorio pobre sobre el crecimiento de Fusarium concentricum.
Sin embargo, la aplicacion de las peliculas de quitosano conteniendo AELg en
diferentes concentraciones (0.7, 1y 1,3%) mostro resultados alentadores en cuanto

al retraso de la aparicion de sintomas.

Se observo que las peliculas de quitosano con AELg una concentracion de 0.7 %
(FL1) ejercieron una inhibicion del hongo menor ya que a los 5 dias se observaron
sintomas de patogenicidad provocadas por el hongo. Estos aumentaron
considerablemente al dia 17, mientras que la concentracion de 1 % (FL2) inhibi6 el
crecimiento hifal hasta el dia 11. Sin embargo, las peliculas conteniendo la
concentracion mas elevada de AELg (1.3%; FL3) ejercieron una inhibicion total del
hongo ya que el tomate no presenté sintomas durante los 17 dias de estudio

manteniendo su firmeza con ligeros cambios en la coloracion.
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Control
negativo

Control
positivo

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 peliculas
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 sintomas de infeccion en la superficie
del tomate a los 5 dias, una vez llegado el dia 11 este presentaba los primeros
efectos de la perdida de la turgencia y para el dia 17 los tomates verdes mostraron

una pérdida total de firmeza.

Contrariamente, los tomates cubiertos con una pelicula de quitosano puro
presentaron un efecto protector hasta el dia 5. La aplicacién de peliculas hibridas
conteniendo AECv en diferentes concentraciones demostré resultados positivos en

cuanto a su capacidad de retardar la emergencia de sintomas de pudricion blanda.

Se observo que la pelicula FC1 que contuvo quitosano y AECv a una concentracion
de 0. 7% mostré una ligera inhibicion del hongo, ya que a los 3 dias presentaba
sintomas de patogenicidad provocadas por el hongo, los cuales fueron aumentando
hasta el dia 17. Por otro lado, la pelicula FC2 con concentracion de 1%, inhibi6 el
crecimiento hifal in situ hasta el dia 11. Como en el caso de las peliculas de AELg,
las peliculas conteniendo 1.3% (FC3) de AECv produjeron una inhibicion completa
del crecimiento in situ de C. rosea durante 17 dias manteniendo su firmeza.
Remarcablemente, las peliculas conteniendo las concentraciones mas elevadas de

AECv (FC2-FC3) produjeron una decoloracién 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 peliculas
FC1 (0.7%), FC2 (1%) y FC3 (1.3%) conteniendo AECv.
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Firmeza en tomates tratados con peliculas hibridas

De acuerdo con la Figura 12, os tomates infectados con F. concentricum mostraron
una pérdida de la firmeza del 20 % al dia 11 post-inoculacién, lo que fue
estadisticamente significativo en comparacion con los frutos sanos (p < 0,05). Para
el dia 17 los tomates tratados con las peliculas FL1, FL2, FL3, mostraron una mayor
firmeza comparada a la de los frutos sanos. Las peliculas FL1 (3,12 + 2,2 kg/cm?),
FL2 (3,77 + 2,6 kg/cm?), FL3 (4,15 + 2,9 kg/cm?) conservaron significativamente la

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

Fusarium concentricum

a a

LSS AL LSS LSS LS o

SIS IS A AT AIAI IS ST
LA AL AL AL AL IS 0

1777111111125

Dia 0 Dia 5 Dia 11 Dia 17 Dia 21

mC+ xC- mOutosano #FL1 - FL2 ~FL3

Figura 12. Firmeza de tomates tratados con peliculas hibridas. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) segin ANOVA-Tukey-Test.

De acuerdo con la Figura 13, los tomates infectados y aquellos tratados con las
peliculas de quitosano puro mostraron una pérdida de la firmeza del 25 % al dia 11
post-inoculacién. Los datos de firmeza obtenidos a partir de estos grupos
experimentales fueron substancialmente diferentes a aquellos obtenidos a partir de

la aplicaciéon de las peliculas hibridas conteniendo AECv (p < 0,05). Para los dias
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17 y 21 los tratamientos FC1 (3,12 + 0.12 kg/cm?), FC2 (4,1 + 0. 16 kg/cm?), FC3
(4,5 £ 0.17 kg/cm?) conservaron significativamente la firmeza de los tomates (p <

0.05) en comparacion con los frutos enfermos.

Clonostachys rosea.

A A A SIS —

Dia s Dia 11

BC+ ®|C- BQuitosano ®FC1 U FC2 NFC3

Figura 13. Firmeza de tomates tratados con peliculas hibridas. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

Efecto fungistatico per se de las peliculas hibridas

Con el objetivo de demostrar el efecto fungistatico de las peliculas sobre la
emergencia de los dos hongos fitopatdgenos, se realizé la inoculacion directa de las
estructuras reproductivas de cada hongo sobre la superficie de las peliculas
hibridas. La Figura 14 muestra germinacion normal de conidios de Clonostachys
rosea en medio PDA (grupo control). Por otro lado, se puede apreciar que en las
peliculas de quitosano puro la germinacion de las estructuras reproductivas
presentd una menor emergencia y proliferacion. Interesantemente, las peliculas con
diferentes concentraciones de AECv como son FC1 (7%), FC2 (1%) y FC3 (1.3%)

ejercieron un efecto fungistatico total sobre la germinacion de las estructuras
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reproductivas. Este resultado indicé que la presion del AECv y sus volatiles

principales produjeron un colapso generalizado de dichas estructuras.
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Figura 14. Germinacion de conidios de Clonostachys rosea en peliculas de quitosano puro
y peliculas hibridas adicionadas con AECV. El control positivo refiere a la germinacion de

conidios en PDA. Vistas obtenidas a 20x.

Un comportamiento similar se observo para las peliculas hibridas conteniendo AELg
sobre Fusarium concentricum (Figura 15). Las estructuras reproductivas germinaron
normalmente en PDA mientras que existié una menor incidencia de germinacion en
peliculas hechas a base de quitosano puro. Las peliculas 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 mas efectivas que aquellas hechas a base de quitosano puro.
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FL3

Figura 15. Germinacién de conidios de Fusarium concentricum en peliculas de quitosano
puro y peliculas hibridas adicionadas con AELg. El control positivo refiere a la

germinacion 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) mostré una banda
a 3419 cm™ con una vibracién simétrica del grupo OH presente en los compuestos

de dihydrocarveol y terpinen-4-ol.

Las bandas a 2966 cm? y 2878 cm? pueden ser destinadas a sefales de
estiramiento simétricas y asimétricas del grupo CHs, mientras que la banda a 2927

cm? corresponde al estiramiento asimétrico del grupo CHs,

La sefial en 1647 cm™ esta asociada a la vibracion 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 corresponde a la vibraciéon de
estiramiento del grupo vinilo terminal del dihydrocarveol y la banda observada en
1456 cm! esta asociada con la flexion simétrica en el plano de los enlaces CH.
Asimismo, la banda observada a 1415 cm™ es atribuida a la vibraciéon simétrica y

asimétrica de los grupos C-O-H respectivamente. Otra banda caracteristica
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correspondiente a la deformacion del grupo CHs es encontrada en 1374 cm
(Garcia et al.,, 2017). Una banda de absorcién a 985 cm™ corresponde a una
vibracién simétrica del grupo CH2 (Pradhitaa et al., 2015). Por otra parte, la sefial
en 981 cm?! se asocia a la vibracion del enlace CH y CH; caracteristico del
compuesto 1,8 cineol. Las sefiales caracteristicas de alfa - pineno se encuentran en
886 cmy 652 cm lo cual concuerda con lo reportado con Schulz et al. (2005). La
sefial en 756 cm™ corresponde a la vibracion del estiramiento del enlace de C=C, la

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

El espectro obtenido para las peliculas hibridas a base de AELg y quitosano (Figura
14 B) muestran una banda de 3281 cm caracteristica del polimero (quitosano).
Esto se puede cotejar en la sefial en 1640 cm™ correspondiente a la vibracién de
estiramiento de H-O-H. La sefial en 1648 cm! corresponde a la vibracion de flexion
de tijera del enlace N-H, siendo la sefal detectada a 1558 cm™ asociada al

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

La sefial de 1150 cm™ corresponde a la vibracion asimétrica del enlace de C-O-C,
asociado con la estructura del quitosano puro, la cual también esta presente en las
peliculas de quitosano con aceite esencial. Las sefiales en 2935 cm™ corresponde
a la vibracion de estiramiento asimétrico del C-H de los grupos metileno (Morales et
al. 2022). Las sefiales en 2335 cm™ y 2365 cm™ corresponden a la presencia del
terpinen-4-ol, mientras que aquella observa a 1558 cm corresponde a la vibracion
-N-H. La banda detectada en 1401 cm™ hace referencia a la vibracion del enlace C-
O (Bonilla et al., 2019). La sefial de 1154 cm™ es caracteristica de la tensién
antisimétrica del grupo C-O-0. La banda en 1037 cm™ hace referencia a la banda
de absorcion de la glicerina por las vibraciones de los enlaces C-C y C-O (Leceta et
al., 2013). Las bandas de 994 cm?, 1101 cm™, 1157 cm, corresponden a las
sefales de las vibraciones de estiramiento de las cadenas C-O, C-C, C-O-C. Las

sefiales mostradas en 852 cm se atribuyen al estiramiento de C-C de la cadena
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del polimero. La banda detectada a 1230 cm™ corresponde a la vibracién de los

grupos OH y CH en anillos aromaticos (Barragan et al., 2016).
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Figura 16. A) Espectros FT-IR del aceite esencial de Litsea glaucescens (AELQ) y
peliculas hechas con quitosano puro. B) Espectros FT-IR de peliculas que contienen

diferentes proporciones de quitosano y AELg.

En el espectro FT-IR del AECv (Figura.15 A) se observaron bandas de absorcion
ubicadas a 3509 cm™ que corresponden al estiramiento del grupo hidroxilo (OH-).
Entre las sefiales 1615 cm™ y 1734 cm™ se encuentran los grupos aldehidos. Se
observo la sefial —OH del grupo fenol a 3486 cm™, mientras que el pico a 3063 cmr
! corresponde al estiramiento C-H del anillo aromatico del (E)-cinamaldehido. Las
bandas encontradas en 2961 cm™* y 2926 cm™ estan asociadas al estiramiento
simétrico y asimétrico de los grupos CHz y CHg, respectivamente. La banda de 2810
cm? se vinculé al grupo (E)-cinamaldeido. Gende et al. (2008), reportaron bandas
caracteristicas similares a las reportadas en este trabajo para los rangos 1690 cm-
1y 1760 cm™ caracteristicos de los grupos aldehidos y la similitud del espectro
infrarrojo para el cinamaldehido entre los rangos 500 cm™* a 1750 cm™. La sefial
observados a 1732 cm™ corresponde a la vibracién de estiramiento del doble enlace

del grupo carbonilo (Canales et al., 2019).
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El espectro FT-IR de las diferentes peliculas con AE (Figura 17 B) mostré bandas
caracteristicas correspondientes a enlaces CH aromaticos, entre 3000 cm y 3100
cm?! de (E)-cinamaldehido y eugenol respectivamente. La sefial a 1562 cm-1

asociada con la vibracion del grupo NH y la sefial a 1040 cm™ con el grupo C=0.

Las sefiales observadas a 2800 cm™ y 3000 cm se asociaron con la simetria y
vibracion de los grupos metilo y metileno. Otros picos a 1450 cm™,1379 cm™ y 748
cm?, se asociaron con la inflexién de los mismos grupos (Medvecka et al., 2020).
La sefial del grupo NH se detecté a 3297 cm?, mientras que los picos observados
a 2941 cm? y 2877 cm-1 se asociaron con el estiramiento de CHs del quitosano.
Sefiales a 1400 cm?,1470 cm?; 1300 cm™ -1385 cmt mostraron el estiramiento del

grupo metilo.
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Figura 17. espectros FT-IR del aceite esencial de Cinnamomum verum (AECv) y peliculas
hechas con quitosano puro. B, espectros FT-IR de peliculas que contienen diferentes

proporciones de quitosano y AECv
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido se utilizo para la observacion de la morfologia
de las peliculas de quitosano y peliculas hibridas conteniendo aceite esencial. Las
micrografias SEM de la vista de la superficie y la parte transversal se presentan en
las Figuras 16 y 17, respectivamente. Para el caso de peliculas hibridas conteniendo
AECv

se observo que la superficie de quitosano puro present6 una estructura homogénea.
Sin embargo, las peliculas con AECv presentaron burbujas de AE, las cuales
aumentan al incrementar la concentracion del aceite. Esto indicO que a mayor
concentracion del aceite ensayado existe menos biocompatibilidad con la matriz de
guitosano. A diferencia de lo anterior, las peliculas con AELg presentaron una mayor
heterogeneidad en la estructura de la pelicula, ya que en el corte transversal no se
observaron burbujas. Curiosamente, en la micrografia del corte transversal de la
pelicula 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

guitosano (Shen y Pascal, 2015).
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Figura 18. Micrografia SEM de la superficie y parte transversal de las peliculas de

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

de medicién blanca equivale a 50 micrometros.
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Surface Transversal view

Chitosan

Figura 19. Micrografia SEM de la superficie y parte transversal de las peliculas de

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

de medicién blanca equivale a 50 micrometros.
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Transmitancia de luz y opacidad

Los resultados de transmitancia (UV-Vis) para peliculas 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 méas baja en las
peliculas que contenian las concentraciones de 0.7 y 1% de AECv (FC1-FC2) en
comparacién con las de quitosano puro. Se observé una reduccion de la
transmitancia >70% a 500 nm en las peliculas que contienen la concentracién mayor
de AECVv. Esto indico6 que las peliculas que contienen el AECv tienen un mejor efecto
barrera en comparacién a las peliculas de quitosano puro. Por consiguiente, las
peliculas que contienen mayor concentracion de AE mejoraran la eficacia del
material para evitar la degradacion del fruto al disminuir el contacto con la luz

ultravioleta.

Los resultados de opacidad de las peliculas de quitosano y quitosano con AECv
(Figura 20) muestran que la pelicula de quitosano puro presentaba una opacidad

menor comparada con los demas tratamientos
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Figura 20. Propiedades opticas de las peliculas de quitosano puro y peliculas conteniendo
diferentes concentraciones de AECv (FC1-FC3). A, transmitancia de luz con longitud de
onda. B) opacidad de peliculas hechas con quitosano puro y peliculas con quitosano

combinado con diferentes concentraciones de AECv (FC1-FC3) a 600 nm.
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Los resultados de opacidad de las peliculas de quitosano y quitosano con AELg
(Figura 21) mostraron resultados similares a aquellas elaboradas con AECv. Las
peliculas de quitosano puro presentaron una opacidad menor comparada con los
demés 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 concentracion de aceite esencial.

Qui I I |
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Figura 21. Propiedades Opticas de las peliculas de quitosano puro y peliculas conteniendo
diferentes concentraciones de AELg (FL1-FL3). A, transmitancia de luz con longitud de
onda. B) opacidad de peliculas hechas con quitosano puro y peliculas con quitosano

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

Para mejorar la apariencia y evitar el deterioro fisiolégico de los frutos durante
poscosecha es posible la aplicacion de diversas técnicas. Para fines de esta
investigacion se utilizaron recubrimientos de quitosano puro y quitosano con base
de aceites esenciales de Litsea glaucescens y Cinnamomum verum sobre hongos

fitopatdogenos nativos del tomate verde.

Las peliculas de quitosano puro en este proyecto demostraron tener eficacia
inhibitoria sobre el crecimiento de estructuras reproductivas de los hongos
patdgenos encontrados en frutos de Physalis philadelphica. Sin embargo, Tsaiet
al. (2002) describen resultados diferentes, debido a que la actividad antimicrobiana
del quitosano y su concentracion minima inhibitoria puede variar considerablemente
con el tipo de quitosano (a, B-quitosano), grado de desacetilacion 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 carnicos y lacteos.

El aceite esencial de Cinnamomum verum contiene sustancias hidrofobicas,
reconocidas como seguras que poseen propiedades antimicrobianas vy
antioxidantes, con un potencial alto como conservador natural en la industria
alimentaria (Sacchetti et al., 2005). En este proyecto se encontraron los
componentes quimicos del aceite esencial de canela. Estos fueron el (E)-
cinamaldehido (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 cinamaldehido (70-80%), seguido del eugenol
(4-10%), limoneno (2.42%), acetato de cinamilo (2.03%), linalol (1.16%) y a-

terpineol (0.87%) los mas abundantes.

En las investigaciones de Singh et al. (2007) y Sanla-Ead et al. (2012) se reporta la
evaluacion del cinamaldehido que es el componente mayoritario presente en el
aceite esencial de canela. Se demostré 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 investigacion 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
disefio con cinco tratamientos (10, 30, 50, 70, 90% de aceite de canela) y cinco
repeticiones. Asimismo, Hernandez-Lépez et al. (2018), realizaron un estudio que
tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicético de peliculas formuladas con
quitosano y quitosano combinadas con cera de abeja, acido 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 demostrd que las peliculas a base de quitosano, cera de abeja/acido 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 pL, 0.10 pL y 0.20 pL inhiben el crecimiento de microorganismos flungicos

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 Guzman Gutiérrez et al. 2012, reporta los componentes principales del
aceite esencial encontradndo o-cimeno (25,86%), limoneno (8,66%), tepinen-4-ol
(5,08%), a-pineno (3,86%), linalool (3,64%), y-terpineno (2,83 %), B-pineno (2,34
%), (S)-(+)-carvona (1,85 %) y acetato de nerilo (1,35 %) y carveol (1,35 %) como

los mas abundantes.

En aceite esencial de Litsea glaucescens en comparacion de Cinnamomum verum,
no cuenta con trabajos que demuestren su efectividad ante hongos fitopatdgenos.

Una aproximacion es descrita en la investigacion de Tapia et al. (2014), en donde
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se mencionan dos técnicas histoquimicas para localizar la presencia de compuestos
fendlicos como lignina y taninos, asi como lipidos y carbohidratos no estructurales
en cortes de hoja y de madera de Litsea glaucescens. De igual manera, Davila et
al. (2011), nos habla de los usos tradicionales y su potencial de aprovechamiento.
Por lo tanto, es importante seguir investigando sobre la importancia antifingica que

tiene Litsea glaucescens.

Fusarium concentricum presento mayor agresividad sobre el tomate verde en
comparacién a Clonostachys rosea. En la investigacion de Leslie y Summerell,
(2006), se describe que las especies de Fusarium se encuentran entre los
patdgenos de plantas mas comunes y extendidos en el mundo y son de gran
importancia economica. En cuanto a lo reportado por Ma et al. (2013), las
enfermedades causadas por Fusarium incluyen marchitez, tizén, pudricion y
chancros de muchos cultivos horticolas, de campo, cultivos ornamentales y
forestales en ecosistemas agricolas 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 informé
gue 81 de 101 plantas de importancia econdémica tienen al menos una enfermedad

causada por Fusarium (APS, 2014).

Los sintomas 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 necréticas irregulares de color marrén
en los puntos de la herida. A medida que avanza la enfermedad, las lesiones se
hunden, aumentando de tamafio y se tornaron de un color marron mas oscuro, lo

gue provocaba la aparicion de sintomas de manchas y formacién de micelio blanco.

Para el caso de Clonostachys rosea sobre en tomate verde, este originé perdida de
turgencia en este fruto confirmando su patogenicidad. La investigacion realizada por
Cota et al. (2018) muestra que Clonostachys rosea tiene actividad fungicida contra

la produccion de moho gris sobre la fresa. De igual manera Flores et al. (2015)
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evaluaron la capacidad antagonica de Clonostachys rosea sobre el crecimiento de
Fusarium oxysporum, Alternaria solani y Botrytis cinerea. La actividad antagdnica
de C. rosease se basa en un répido crecimiento y una rapida colonizacién del
sustrato, degradando paredes celulares del patdgeno probablemente por la
secrecion de numerosos enzimas liticas. De acuerdo a nuestra investigacion
bibliogréafica, nuestra investigacion es el primer trabajo en donde se considera a C.

rosea como potencial patbgeno del tomate.

Los resultados de opacidad mostraron que las peliculas de quitosano puro son
menos opacas que las otras peliculas hibridas. Sin embargo, nuestras peliculas
hibridas con aceite esencial a menor concentracion mostraron mayor opacidad en
comparacion a los peliculas con mayor concentracion de aceite esencial. En
comparacion al trabajo de Santacruz et al. (2015) en peliculas comestibles a base
de almidon y quitosano mostré que las peliculas con menor concentracion de
almidon mostraban valores menores de opacidad en comparacion con peliculas de
almidon cuyo valor de opacidad fue mayor. De igual manera en el trabajo de Morales
et al. (2022) demostraron que sus peliculas hibridas que contienen concentraciones
mas altas de aceite esencial de Schinus molle, son mas opacas en comparacion a

las peliculas que contienen menor concentracion de AE.

Los resultados reportados en las pruebas de SEM sugieren que la inclusion de
AECv y AELg causa una separacion de fases en las soluciones poliméricas que
corresponden a la aparicién de burbujas o poros en las peliculas. Bohérquez et al.
(2016), realizaron pruebas de microscopia electronica de barrido (SEM) con
peliculas de quitosano puro y peliculas con aceite esencial Loa autores encontraron
resultados similares en donde las peliculas de quitosano puro no mostraron
irregularidades, mientras que las peliculas de quitosano con inclusién de AE de
tomillo presentaron burbujas y poros en las peliculas. Li et al. (2019), realizaron
pruebas de microscopia electrénica de barrido (SEM) con peliculas de quitosano
puro y peliculas con aceite esencial demostrando que la estructura transversal de
la pelicula de quitosano puro es continua, compacta y uniforme. Sin embargo, la

seccion transversal de la pelicula de quitosano con aceite esencial de curcuma
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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 aparicion de cavidades y
grietas. La investigacion de Altiok et al (2010), coincide en el hecho de que el tamafio
y la cantidad de poros también aumenta con el incremento de la concentracion de

los AE incluidos en las peliculas de quitosano puro.

Los tratamientos FC3 (1.3% AECv) y FL3 (1.3% AELQ) que contenian una mayor
concentracion 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 antifingica de los AE de
tomillo (Thymus wvulgaris), 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 fitopatégenos 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
ML/mL. El aceite de C. citratus mostré una significativa actividad antifingica a la
concentracion maxima (500 pL/mL), mostrando un comportamiento similar que
Citrus limon que mostro actividad antifangica con la concentracion maxima (500
ML/mL). Resultados similares reportados por Taborda et al. (2015), donde evaluaron
el efecto fungistatico de extractos y AE de Lippia origanoides y Thymus vulgaris (a
concentraciones de 128, 256 y 500 mg/L) sobre el hongo patégeno Botrytis cinerea,
donde ambos, AE mostraron tener inhibicion del crecimiento micelial del hongo a la

concentracion maxima de 500 pyL/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
util de las plantas. Dependiendo de la incidencia y severidad, éstos pueden
transformarse en factores limitantes para la produccion y comercializacion de los

productos agricolas, provocando pérdidas econdémicas a productores vy
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comerciantes (Redagricola, 2021). Los hongos fitopatdgenos de mayor relevancia
varian segun las prioridades cientificas y econdmicas de una regién geogréfica. Sin
embargo, algunos representan altos riesgos para la seguridad alimentaria y son
modelos de estudio en temas relacionados a la inmunologia, factores
epidemioldgicos y genética en plantas (Dean et al., 2012)

Para combatir a los hongos patdgenos 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
contaminacioén por residuos quimicos a los cultivos, lo cual repercute en el suelo,
aire y agua. Puerto et al. (2014) mencionan las principales problematicas de los
ocasionados por los pesticidas en el medio ambiente siendo que estos contaminan
directamente el medio que lo rodea como son suelos agricolas, canales de regadio,
animales, poblaciones rurales, entre otros. En consecuencia, esto provoca la
desaparicion de especies nativas de la zona y la destruccion de insectos benéficos,
alterando los ecosistemas, lo cual repercute en el clima.

En los dltimos afios se esta retornando al uso de las plantas como fuente de
pesticidas mas seguros para el medio ambiente y la salud humana en sustitucion
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 fitopatégenos con una eficacia y una
accion cada vez mayor y mas rapida, lo que esta causando que estas practicas sean

gradualmente mas adoptadas ante un rango de condiciones ambientales.

Lo que se pretendio con este trabajo fue encontrar una alternativa menos dafina al
medio ambiente con el uso de extractos naturales que presentan actividad
fungistética o fungicida sobre patégenos que afecten a las cosechas de tomate
verde. De igual manera los recubrimientos y fungicidas naturales representan un
area de investigacion importante para buscar alternativas para el control de hongos
fitopatdgenos. 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 ecoldgicas y remplazando agentes toxicos

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 quimicos bioactivos que tienen
diversas propiedades antifungicas. Por lo general estos productos quimicos son
Gtiles contra un nimero limitado de especies, y a veces son especificos para alguna
especie. Ademas, los aceites esenciales son biodegradables y no toxicos.

Mesa et al. (2019) Clasificaron el potencial fungico de extractos vegetales como un
punto de partida en el desarrollo de productos cuyo principio activo es un agente
natural y que podria contribuir a aminorar los costos de produccién para los
agricultores. Debido a que se biodegradan rapidamente, no contaminan el ambiente
y presentan un bajo costo. De esta manera el desarrollo de biofungicidas requiere
equipos multidisciplinarios para optimizar la produccion, la eficacia, el
almacenamiento y la estabilidad de un producto para que esta tecnologia pueda

evolucionar y satisfacer las demandas agricolas de hoy en dia.

51



CONCLUSIONES

El uso de peliculas hibridas de quitosano con aceite esencial de Litsea
glaucescens y Cinnamomum verum demostraron tener un efecto fungicida
sobre los patégenos dos patdgenos de frutos de Physalis philadelphica
comercializados en Puebla, México.

Se demuestra por primera vez el efecto antifingico del AE de Litsea
glaucescens.

Se identificd por primera vez a Clonostachys rosea como fitopatdgeno del
tomate verde.

Las peliculas con el AE de Cinnamomum verum y aquellas conteniendo las
concentraciones mas elevadas inhibieron el crecimiento de Clonostachys
rosea, sin embargo, estos materiales redujeron un cambio de color del
tomate.

Las peliculas con el AE de Litsea glaucescens y aquellas conteniendo las
concentraciones mas elevadas inhibieron el crecimiento de Clonostachys
rosea.

El uso de fungicidas naturales es importante para la conservacion de los
suelos, para prolongar la vida util de los frutos en el periodo poscosecha y
ademas, representa una opcion mas econdémica 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

Secuenciacion 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_121_10_ITS4.abl

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
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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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