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RESUMEN

México se caracteriza por poseer una gran diversidad de climas lo que le permite
cultivar una serie de alimentos, los cuales exporta beneficiando a la economia del
pais. Nuestro pais se destaca por la produccién del limén persa que tiene una gran
demanda de consumo siendo representativo en la gastronomia mexicana. Su
comercializacion destaca en el mercado interno, pero también en el exterior como
Holanda, Alemania, Italia, Austria, Suiza y EUA. Sin embargo, como todo producto
agricola su calidad tiende a decrecer por el ataque de agentes infecciosos como los
hongos esto durante el periodo postcosecha. Estos pueden provocar un problema
econdmico severo, pues generan entre el 30% y 40% de pérdidas en su produccion.
En el presente trabajo se identificaron 2 hongos fitopatdgenos por secuenciacion de
ADN gue estan asociados a la pérdida de calidad del fruto del limoén persa los cuales
fueron recolectados en parcelas de Ayotoxco de Guerrero, en el estado de Puebla,
México. De acuerdo con estas pruebas moleculares, los agentes causales fueron
Penicillium digitatum y Colletotrichum gloeosporioides. Dichos fitopatdogenos
mostraron sensibilidad al aceite esencial de Litsea glaucescens a una concentracion
minima inhibitoria (MIC) que va desde 1.52 mg/mL a 6.08 mg/mL. Con este aceite,
se elaboraron 4 peliculas hibridas hechas de quitosano puro al 1% y quitosano
conteniendo 0.7% (FL1), 1.0 (FL2) y 1.3 % (FL3) p/v de del aceite esencial de L.
glaucescens. Estos materiales fueron caracterizados por distintas técnicas
analiticas como FT-IR, SEM y UV-VIS para determinar su consistencia, grosor,
opacidad y transmitancia. Como resultado final se observé que las peliculas FL2 y
FL3 ejercieron un potente efecto fungistatico en limones inoculados con ambos
fitopatdgenos de manera diferencial. Para el caso de Penicillium digitatum se
observé una proteccion de hasta 6 dias post-inoculacién, mientras que para
Colletotrichum gloeosporioides no se observd emergencia de sintoma alguno
después de 10 dias post-inoculacién. Se concluye que estos materiales
biodegradables pueden extender de manera significativa la vida de anaquel del
limén persa infectado con dos fitopatdgenos mas comunes.

PALABRAS CLAVE: limén persa, hongos fitopatdgenos, Litsea glaucescens,
aceite esencial, peliculas hibridas, vida de anaquel.
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| INTRODUCCION

Debido a su vasto territorio, México cuenta con una amplia gama de climas que le
otorgan una riqueza bioldgica diversa, lo que lo convierte en un productor agricola
con una gran variedad de cultivos, tanto para el consumo interno como para la
exportacion a otros paises. En la actualidad, México se ha destacado como uno de
los principales exportadores de citricos a nivel mundial, ya que la demanda de estos
frutos ha ido en aumento en los ultimos afios (Ruiz et al., 2017).

El limén persa (Citrus latifolia Tanaka) es el cultivo més importante dentro de las
limas y limones en México. Los principales estados productores de limon persa son
Veracruz, Oaxaca, Tabasco, Yucatan y Puebla. El estado de Puebla tiene como
produccion al afio 50 mil toneladas de limon pues se estima que de las 5 mil
hectareas que estan sembradas, por cada una hectarea se obtiene un total de 12 y
15 toneladas aproximadamente, esto en la Sierra Norte y Nororiente del estado, los
principales municipios en produccion del limén persa son Ayotoxco de Guerrero,
Tenampulco, Hueytamalco, San José Acateno, en la Sierra Nororiental, Francisco,
Venustiano Carranza y Xicotepec (SAGARPA ,2019).

En el afio 2008, México destacd como uno de los principales paises exportadores
de frutas, incluyendo algunas muy populares como aguacate, mango, papaya y
limones persa (Citrus latifolia). De estas, los Limones persas representaban el 70%
del mercado mundial y aportaban el 9.7% del valor total de las exportaciones
frutales, mientras que el limén mexicano (Citrus aurantifolia Christm) contribuia con
solo el 1.16% de las exportaciones totales de frutas. Es importante destacar que
estos dos tipos de limones tenian como objetivo principal ser comercializados en
Estados Unidos y Japdn, debido a que estos paises son grandes consumidores de
limones (FAO, 2009). Actualmente, México ocupa el segundo lugar en términos de
exportaciones con un 12.29%. Esta actividad tiene un importante impacto en la
economia nacional, ya que el PIB agricola de México es del 2.78%, y el PIB del
limén representa el 1.5% de este total. Por lo tanto, se puede concluir que la
produccién y exportacion de limones sigue siendo una actividad economica
importante para México (SAGARPA, 2017).
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Regularmente los frutos pasan por un estado de postcosecha en el cual se pueden
generar enfermedades esto afectando al producto. Hay 2 tipos de enfermedades,
las no infecciosas o abibéticas (fisiogénicas), estas enfermedades se desarrollan por
los factores que presenta el ambiente, como la humedad y temperatura. Y por otra
parte estan las enfermedades infecciosa o bibtica (patogénicas) las cuales son
causadas por organismos patégenos como los hongos, bacterias, virus, viroides,
fitoplasmas y nematodos (Mangione, 2016). Diversos estudios realizados
demuestran que los hongos llegan a reducir el periodo de vida de los citricos, los
principales hongos que se han encontrado son Penicillium digitatum Pers,
Penicillium italicum Wehmer, Alternaria citrib Ellis & N, Alternaria alternata Fries,
Botrytis cinérea Pers, Colletotrichum gloeosporioides Penz, Geotrichum candidum
Link, Rhizopus stolonifer Ehrenb, Rhizopus oryzae Went & Prins y Phytophthora
citrophthora R.E. Sm. & E.H. Sm (Palou, 2007).

Esto hace que se encuentre un interés en estos hongos, debido a que son los
responsables de que se pierdan toneladas de citricos, ya que se estima que del
100% de cosecha en todo el mundo un 40% son desechos de producto que se echa
a perder (Lezama et al., 2018). Los fungicidas sintéticos son los mas usados
convencionalmente por los productores para controlar patologias postcosecha.
Dichos productos han resultado ser ineficientes inmediatamente pues favorecen el
desarrollo de patégenos resistentes, teniendo efectos negativos extras en la salud
humana, animal y ambiental (Bokschi et al., 2007).

Los aceites esenciales que presentan las plantas poseen la caracteristica de atraer
a insectos y animales, esto para la polinizacion, pero también sirven para ahuyentar
a los depredadores y parasitos que les puedan causar enfermedades, esta cualidad
resulta ser interesante para la industria alimenticia, pues algunos de estos aceites
tienen la capacidad de combatir contra bacterias, hongos y virus (Glunther, 1948).
Es necesario explorar nuevas alternativas para reducir los niveles de uso de
guimicos sintéticos en la agricultura y reemplazarlos por opciones mas naturales.
Una de estas alternativas son los aceites esenciales, los cuales han demostrado
resultados prometedores en estudios previos contra hongos fitopatdgenos (Necha
y Barrera, 2008).
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Il ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas del limén persa (Citrus latifolia Tanaka)

El limon persa (Citrus latifolia) se caracteriza por no poseer semillas y no tener un
sabor tan agrio. Es de un arbol perenne, es un hibrido el cual se obtuvo con la
combinacion de Citrus medica Linneo x Citrus aurantium Linneo, estos arboles
llegan a tener alturas de hasta 7m pero en la produccién pasan por procesos de
podas para reducir los tamafios para que el fruto pueda ser recolectado facilmente.
Este fruto tiene un porcentaje mayor de vitamina C a comparacion que el limén
mexicano (Citrus aurantifolia). El arbol presenta espinas en las ramas llegando a
medir de 6 a 10 mm (Gomez et al., 2005).

C. latifolia posee hojas unifoliadas en forma eliptica, son peciolada y alternas, las
ramas jovenes tienen hojas con un color verde claro y pasan a un color verde oscuro
cuando ya son maduras. El limén que presentan va desde los 7 a los 13 cm de largo
y de ancho va desde los 4 a 6 cm. El Limon persa en estado de desarrollo presenta
un color verde oscuro y este color lo mantiene hasta el lapso de la cosecha, con el
tiempo cambia de color y pasa de un verde oscuro a un amarillo claro (Vanegas,
2002).

2.2 Taxonomia de limon persa (Citrus latifolia Tanaka)

Tabla 1. Taxonomia del limén persa (Citrus latifolia Tanaka) Fuente: IPNI (2022).

Plantae

Magnoliophyta

Equisetopsida

Sapindales

Rutaceae

Citrus

Citrus latifolia Tanaka (Kwaju Bunruigaku 1951).
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2.3 Ciclo bioldgico del limén persa (Citrus latifolia Tanaka)

Germinacién  Brote Planta Arbol Flores Arbol con fruta Fruto con semillas

Figura 1. Ciclo biol6gico del limén persa. Fuente: Elaboracién propia JD Evangelista.

Hoy en dia se busca que las plantas de limén tengan un proceso de certificacién
debido a que esté libre de posibles enfermedades como el Huanglongbing (Dragén
amarillo) o el virus de la tristeza de los citricos. Por eso se recomienda que las
plantas de limoén sean trasplantadas con una altura de 30 cm (Medina-Urrutia et al.,
2001).

Los suelos donde se recomienda sembrar este cultivo son franco-arenosos con gran
cantidad de materia orgéanica con pendiente. También se sugiere no utilizar suelos
salinos debido a que las plantas no pueden aprovechar el Fierro, zinc, Magnesio y
Manganeso, esto afecta el crecimiento de la planta al igual que la produccion del
fruto. Es deseable sembrar este cultivo en la época de lluvias pues resulta algo mas
economico, pero si hay disponibilidad de horas de riego no importa la fecha en la

gue se siembre Figura 1 (Ariza et al., 2009).

2.4 Contenido nutricional

El limén posee un alto nivel de vitamina C, y Fosforo. Esta vitamina inhibe las
pérdidas de vitamina por oxidacion. Cabe mencionar que también tiene minerales
entre ellos el potasio y sodio como se muestra en la Tabla 2. Su consumo se
considera una alternativa para las personas que padecen enfermedades del
corazon y del sistema circulatorio, pues deben tener una dieta saludable libre de sal
comun (NaCl) y es por eso que el limon tiene un papel importante como sustituto

alimenticio (Venegas, 2002).
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Tabla 2. Composicion quimica del limén (Citrus latifolia Tanaka) Fuente: Vanegas
(2002).

87.3 97.5
37 26
0.8 0.4
0.6 0.2
9.6 7.6
1.2 0
16
13 9
0.2 0.1
120 100
0 9
0 2
0 4
0 9
0 0.04
49-90 45

2.5 Importancia

La produccion del limon persa tiene una gran demanda de consumo, pues es
representativo en la gastronomia mexicana, esto hablando del mercado interno,
pero también para el mercado exterior. En la actualidad hay empacadoras
nacionales que se dedican a la compra y venta de limén persa con destino a
Holanda, Alemania, Italia, Austria, Suiza y los Estados Unidos de América
(SAGARPA, 2019).

El limén persa aparte de que tiene un alto valor nutricional también tiene
propiedades medicinales, ya que de acuerdo con Turner & Burri (2013) contiene

carotenoides que benefician al ser humano como antioxidantes que fortalecen el
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sistema inmunolégico y ayudan a la formacion de hueso y al mantenimiento de la

salud ocular disminuyendo el riesgo de padecer cancer.

2.6 Produccién de limén persa en México

Comunmente los citricos mas representativos que se llegan a cultivar en México

son el limén mexicano y el limoén persa, los principales estados en produccion son

Veracruz,

Puebla, Tamaulipas, Zacatecas, Guanajuato, Michoacan, Jalisco,

Sinaloa, Chihuahua y Sonora (Tabla 3). Estas regiones se caracterizan por poseer

un clima tropical o subtropical y se estima que mas de medio millon de hectareas

estan distribuidas en los 32 estados de la republica mexicana. Dentro de las cuales,

Veracruz es el estado mas productivo con ganancias de 44,806,288.48 pesos

mexicanos (SIAP, 2021).

Tabla 3. Produccion de limon persa en el 2021. Fuente: SIAP (2021)

1 Veracruz 1,458,504.35 1,369,758.80 44,806,288.48
2 Tamaulipas 1,354,205.55 985,567.91 19,758,463.97
3 Chiapas 1,230,660.41 1,208,129.86 17,947,306.33
4 Zacatecas 1,230,527.76 1,226,273.11 22,920,196.21
5 Jalisco 1,183,484.64 1,108,858.91 77,551,498.55
6 Michoacan 1,028,396.24 996,090.54 85,349,249.08
7 Sinaloa 995,139.91 986,961.29 69,539,987.25
8 Chihuahua 985,682.90 960,241.89 52,580,558.50
9 Guanajuato 919,983.36 897,495.06 42,279,076.30
10 Oaxaca 880,786.41 844,243.64 16,602,436.81
11 Puebla 862,572.66 830,147.69 19,690,719.79
12 Guerrero 752,296.05 738,879.80 16,079,145.67
13 | San Luis Potosi 699,619.50 615,676.59 19,661,959.45
14 México 686,471.58 683,146.40 25,704,329.48
15 Durango 646,738.37 640,132.07 11,732,089.73
16 Sonora 521,238.15 513,351.16 48,814,147.63
17 Hidalgo 459,934.26 444,552.46 7,683,049.42
18 Campeche 303,672.50 301,720.90 6,214,417.19
19 Nayarit 277,484.34 254,973.34 11,309,840.36
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20 Tlaxcala 221,815.20 221,669.20 3,121,891.92
21 Tabasco 218,815.49 214,674.42 7,076,646.90
22 Coahuila 161,136.27 155,069.34 8,021,064.44
23 Yucatan 152,418.10 144,689.08 2,928,852.09
24| Querétaro 139,768.28 129,727.28 4,784,064.75
25 | Aguascalientes |  136,708.37 136,245.02 4,199,359.13
26 | Baja California | 136,509.41 133,783.03 14,636,652.56
27 Morelos 130,933.30 128,104.80 8,495,647.55
28 | Nuevo Leén 117,456.65 106,041.50 3,838,641.29
29 | Quintana Roo 111,641.49 110,286.59 3,325,894.01
30 Colima 93,872.89 93,290.00 7,849,133.49
a1 Baja %‘Z’fom'a 38,230.10 35,544.82 6,848,039.22
- C:\‘jgi‘i‘ige 14.330.42 14.290.07 1,477,916.52

2.7 Pérdidas postcosecha

Los citricos provienen de arboles con espinas y algunos presentan cascara delgada,
esto genera diversos problemas que afectan en su calidad durante el periodo
postcosecha. No hay una especializacién en la colecta del fruto y esto a veces llega
a provocar dafios durante el transporte a las empacadoras y por ultimo en el trayecto
a los mercados. Por lo regular el fruto sufre pequefias fisuras lo que la infeccién por
patégenos oportunistas incluyendo hongos y bacterias es latente (Prusky y Lichter,
2008).

La probabilidad de que el fruto se enferme es mayor a medida que el limoén esté
més maduro. El dafio es principalmente provocado por distintas especies de
hongos, lo que llega a ser preocupante debido al riesgo de comercializacion. Se
llega a estimar que, aunque la fruta sea tratada con ceras y fungicidas el 30% de la
produccion se pierde por estos factores y tan solo el 70% pueden ser comercializada
(Ismail y Zhang, 2004).

Los limones se empacan a temperaturas de 13°C y con una humedad mayor al 90%,

por lo tanto, se incrementa el riesgo de apariciéon de mohos o distintas especies de
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hongos (Smilanick y Mansour, 2008). En México, las pérdidas por hongos llegan a

generar hasta un 40% de la produccion total (Ochoa et al., 2007).

2.8 Los principales hongos patégenos postcosecha de los citricos

Se estima que hay 12 especies de hongos que estan descritas que afectan
globalmente al limoén (Tabla 4). Existen al menos 10 hongos que se consideran
patdégenos muy relevantes en los citricos tales como Alternaria citri, A. limicola,
Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium digitatum (Alvarez, 1981; Besoain et al.,
1994; Brown & Miller, 1999; Timmer et al,. 2000).

Tabla 4. Enfermedades por hongos fitopatdgenos de citricos Fuente: Alvarez
1981); Besoain et al. (1994); Brown y Miller (1999), Timmer et al. (2000).

Alternaria critri, A. limicola Pudricion +++ +
Colletotrichum gloeosporioides Antracnosis +++ +
Sclerotinia sclerotiorum Pudricién algodonosa + -
Botryosphaeria dothidea Pudricion + -
Botrytis cinerea Moho gris +++ -
Penicillium italicum Moho azul +++ -
Penicillium digitatum Moho verde +++ +
Penicillium ulaiense Moho velloso + -
Pleospora herbarum Pudricion + -
Phomopsis citri Pudricion +++ -
Trichoderma viride Pudricion +++ -

-Ausente, + Poco importante, +++ Muy importante

Existe un hongo llamado Elsinoe fawcetti Bitancourt y Jenkins, el cual se caracteriza
por ser el causante de la enfermedad de la rofia en los citricos, esta enfermedad
dafa tanto a las hojas como al fruto provocando lesiones que se presentan en forma

de protuberancias que contiene una acumulacién de hongos (Castle et al.,1993).
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2.9 Moho verde por Penicillium digitatum Pers

Los agricultores de citricos llegan a tener problemas en la postcosecha debido a
Penicillium digitatum también conocido como hongo verde. Este hongo se
reproduce mediante esporas que estan suspendidas en el aire y que germinan en
frutas sanas. Su mecanismo para reproducirse es incidente en frutas que han
sufrido golpes o heridas ocasionadas en su recoleccién y en la transportacion del
citrico. Este hongo genera aparicion de manchas en la cascara del limén que
posteriormente cambia a un color blanquecino y una subsiguiente esporulacion de
color verde o azul, dependiendo la especie de Penicilium Figura 2. En
consecuencia, el citrico pierde su consistencia desprendiendo un olor fuerte que no
es apto para el consumo humano. Dicho hongo se desarrolla en condiciones de
humedad alta y una temperatura que va desde los 20 a 25°C. Penicillium digitatum
crece mas rapidamente que P. italicum (AGRIOS, 2005).

Figura 2. Limones persas afectados por Penicillium digitatum. Fotografia: Propia JD
Evangelista.
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2.10 Antracnosis por Colletotrichum gloeosporioides Penz

Una de las enfermedades mas recurrentes es la antracnosis la cual es ocasionada
por el hongo Colletotrichum gloeosporioides. Este hongo se considera un
fitopatdgeno recurrente debido a que dafa a frutos y plantas de zonas tropicales
(Ruiz-Sanchez et al.,, 2014). Los productores de citricos que padecen esta
enfermedad tienen pérdidas de un 20% en el tiempo de postcosecha. Los limones
gue llegan a presentar este hongo tienen el sintoma de presencia de manchas color
oscuro, regularmente estas lesiones son circulares y elipsoidales como se muestra
en la Figura 3.

LE T

Figura 3. Limén persa afectados por Colletotrichum gloeosporioides. Fotografia: Propia JD
Evangelista.

2.11 Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son muy complejos, tiene mas de 100 compuestos
guimicos entre ellos estan los terpenos, compuestos oxigenados, aldehidos,
cetonas y acidos libres. Estas moléculas son volatiles que se encuentran en las
plantas con aroma que se pueden extraer de las distintas partes de una planta como

las flores, hojas, frutos, semillas y tallos. Existen diversos métodos para obtener un

20



AE como son mediante presion, fermentacion o por destilacion por vapor (Burt,
2004). En la actualidad los aceites esenciales tienen un alto valor econémico, pues
son utilizados como antibacterianos, antivirales, antifangicos e insecticidas, sin
embargo, aun en la actualidad se siguen utilizando fungicidas sintéticos para el
control de hongos que se desarrollan en la postcosecha, su uso provoca efectos
secundarios al ser humano e impacta en el ambiente (Bakkali et al., 2008). La
técnica de destilacion por arrastre de vapor es una opcion viable para la extraccion
de aceites esenciales, ya que implica una inversion baja en costos en comparacion

con otros métodos Souza et al., (2020).

2.12 Hidrodestilacion

Este método de extraccion de aceites esenciales a través de la hidrodestilacion
puede producir aceites con notas aromaticas intensas y una coloracion mas oscura
en comparacion con otros métodos. Es importante destacar que este método es
ampliamente utilizado en la industria debido a su eficacia en la extraccion de los
aceites. El tiempo de ebullicion necesario para obtener el aceite esencial dependera
de los componentes presentes en el mismo. Si los compuestos del aceite esencial
tienen un alto punto de ebullicion, se requerira un tiempo de ebullicibn mas
prolongado. (Villamizar y Aular, 2022).

La técnica consiste en el calentamiento éhmico, se produce la electroporacion o
electro permeabilizacion de las membranas celulares, lo que aumenta su
permeabilidad por encima de lo normal debido a la exposicion a temperaturas
elevadas. Esto causa una ampliacién en la difusibn a través de las paredes
celulares, lo que incrementa la conductividad eléctrica de las membranas celulares
y, a su vez, facilita la permeabilidad. Esto conduce a la liberacion del aceite esencial

del compartimiento celular (Gadi, 2016).

2.13 Litsea glaucescens Kunth
En México, el género esta representado sélo por Litsea glaucescens Kunth (Tabla
5). Se trata de un arbol o arbusto de 3 a 12 m de elevacion, con hojas alternas a

opuestas, penninervadas y flores unisexuadas Figura 4. Vive en los bosques
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hamedos de encino y de encino-pino, asi como de los bosques mesofilos de
montafa, por lo regular se halla en cafiadas o a la orilla de arroyos. Crece entre los
800y 2,830 msnm y se distribuye del norte de México hasta Costa Rica. La especie
tiene varios nombres como son aureli (tarahumara), canelillo, chico, ecpatli de
chietla (nahuatl), laurel chico, laurelillo, sufricalla y zitzuch (Hernandez, 2002).

Tabla 5. Taxonomia Litsea glaucescens Kunth Fuente: Tropicos (2023).
Plantae
Tracheophyta
Angiospermae
Magnoliopsida
Magnoliidae
Magnolianae

Laurales
Lauraceae
Litsea
Litsea glaucescens
Kunth

Figura 4. Planta de Litsea glaucescens Kunth. Fotografia: Propia JD Evangelista.
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2.14 Quitosano

El quitosano es el segundo polisacarido mas abundante debido a que se puede
encontrar en la naturaleza. Este polisacéarido tiene propiedades que lo destacan
pues permite la formacion de peliculas o fibras, se considera que es un recurso
renovable debido a que no llega a contaminar como residuo (Chavez et al., 2012).
Este polisacarido se puede combinar con ingredientes tales como antioxidantes,
colorantes y sustancias antimicrobianas que contrarresten la presencia de
microorganismos patdégenos con la finalidad de brindar un efecto protector. Debido
a esto se considera biodegradable, no son toxicos, sin efectos secundarios en los
humanos y biocompatibles con el medio ambiente (Bautista-Bafios et al., 2017).
Este material tiene propiedades bactericidas, fungicas y antivirales. También sirve
como matriz para la liberacion controlada de agroquimicos y farmacos, en
el tratamiento de aguas, en la industria cosmética y del papel. Es ademas
biodegradable y biocompatible, lo cual lo hace muy atractivo para su estudio en

aplicaciones biomédicas (Hernandez, 2004).

2.15 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de gases es una técnica que se implementa para examinar
compuestos volatiles, con esta técnica las mezclas son separadas en etapa
gaseosa basicamente por las propiedades térmicas de los compuestos a identificar.
La cromatografia de gases esta restringida a la division de compuestos con un peso
molecular menor a 1000 a una temperatura maxima de 400 °C. Dichos parametros
incluyen a compuestos que tienen una igualdad térmica dentro de una misma
muestra. Para hacer una separaciéon por medio de cromatografia de gases, se
inyecta una pequefia proporcion de la muestra en una corriente de un gas inerte a
alta temperatura. Esta corriente de gas atraviesa una columna cromatografica que
separa los elementos de la mezcla mediante un mecanismo de particion
(cromatografia gas liquido), de adsorcion (cromatografia gas solido) o, en varios
casos, mediante una mezcla de los dos. Los elementos separados, eluyen de la
columna a intervalos discretos y pasaran por medio de cualquier sistema de

deteccidn conveniente, o bien seran dirigidos hacia un dispositivo de recoleccion.
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La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) es una
técnica analitica dedicada a la division, identificacion y cuantificacion de mezclas de

sustancias volatiles y semivolatiles (Bouafif et al., 2018)

2.16 Microscopio Electronicos de Barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido también llamado (SEM por sus siglas en
inglés) tiene un emisor de electrones, cuenta con una columnay una gran diversidad
de lentes electromagnéticas. Este aparato proyecta un haz de electrones con
aceleraciones que van desde 200v y 30 keV que viajan por una camara vacia (10-
4 Pa). Posteriormente, el haz de electrones pasa entre las diferentes lentes
electromagnéticas y posteriormente, por un sistema de deflexion que le permite
hacer un barrido superficial de la muestra. Con este equipo podemos obtener
informacion morfolégica y de composicion quimica superficial de la muestra cuando

se aplica la técnica de energia dispersiva de rayos X (Delgado y Pefia, 2017).

2.17 Espectroscopia infrarroja por transformada de fourier (FT-IR)

La espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier por sus siglas en inglés
(FTIR) es un método que estd implementado para saber las estructuras de
moléculas que poseen absorcion de la radiacion infrarroja segin su vibracion
molecular, esto debido a los enlaces quimicos y estructurales de las moléculas lo
cual nos permite saber la estructura especifica de biomoléculas como lipidos,

proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos (Mantsch et al., 1986).

2.18 Transmitancia y Opacidad

Los materiales que estan hechos por polimeros como envases para los alimentos
tienen propiedades Opticas (transmitancia y opacidad) lo cual determina la
conservacion del producto empacado, esto se debe a la radiaciébn que hace que
haya cambios oxidativos y auto oxidativos tenemos ejemplos como las grasas,
aceite, modificacién de proteinas y degradacion de vitaminas, como la vitamina C
(Bossett et al., 1994). Este tipo de material no cede componentes de este hacia el
producto esto hace que el alimento pierda algin componente mayoritario, como los

aromas, sabor o color (Klopffer y Flaconneche, 2001; Méndez y Cardenas, 2010).
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Il JUSTIFICACION

Los aceites esenciales tienen hoy en dia un valor importante en el &mbito econdmico
esto debido a que les dan uso de agentes antibacterianos, antivirales, antifungicos
e insecticidas. En la actualidad se buscan nuevas alternativas que puedan inhibir el
crecimiento de hongos fitopatdgenos en los frutos durante el periodo de
postcosecha. Por eso es que se requiere que haya mas estudios de aceites
esenciales que presenten mayor eficacia contra hongos fitopatégenos pues a un en
la actualidad los agricultores siguen utilizando agroquimicos convencionales que
pueden llegar a ser perjudiciales al ser humano a largo plazo, al medio ambiente y
sin olvidar que causan resistencia en los microorganismos patogenicos. Se presenta
una alternativa con los aceites esenciales como antifingicos que puede llegar hacer
muy eficaces. El limén persa presenta dafios debido al crecimiento de hongos que
provocan pérdidas econdmicas severas. Teniendo esta problematica en mente, el
presente estudio se enfocé en valorar el aceite esencial del falso laurel (Litsea
glaucescens) sobre el control del crecimiento fungico de dos fitopatégenos nativos,
a través de la generacion y evaluacion de peliculas hibridas de quitosano como
materiales protectores del limon persa (Citrus latifolia Tanaka) proveniente de las

parcelas de Ayotoxco de Guerrero, Puebla.
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IV HIPOTESIS

La generacion de peliculas de quitosano con aceite esencial del falso laurel (Litsea
glaucescens) usadas como recubrimientos en la superficie del limén persa (Citrus
latifolia) retardara la aparicion de sintomas y signos de infeccion de dos hongos

fitopatdgenos y también evitara cambios drasticos en la calidad del fruto.
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V OBJETIVO
5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antifungica in situ de peliculas hibridas hechas a base de
guitosano y aceite esencial de Litsea glaucescens frente a hongos fitopatdégenos

del limén persa cultivado en las parcelas de Ayotoxco de Guerrero, Puebla.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-ldentificar y aislar especies de hongos fitopatdgenos presentes en frutos de limon

persa en parcelas de Ayotoxco de Guerrero, Puebla.

-Determinar la actividad antifingica in vitro e in situ del aceite esencial de Litsea

glaucescens sobre hongos fitopatdgenos del limoén persa.

-Elaborar peliculas de quitosano en combinacién con aceite esencial de Litsea

glaucescens para el control de hongos fitopatdgenos del limoén persa.

-Evaluar y Caracterizar las peliculas de quitosano en combinacion aceite esencial

de Litsea glaucescens con la técnica SEM y FT-IR.
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VI MATERIAL Y METODOS
6.1 Sitio de muestreo

Las muestras de limones persa (Citrus latifolia Tanaka) se recolectaron en parcelas
pertenecientes al municipio de Ayotoxco de Guerrero 20°06'N 97°24'0 284 MSNM,

perteneciente a la Sierra Norte de Puebla Figura 5.

Municipio de Ayotoxco de Guerrero Puebla
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Figura 5. Ubicacion del sitio de colecta del limon persa en el Municipio de Ayotoxco de
Guerrero en el estado de Puebla. Fuente: Elaboracién propia JD Evangelista.

6.2 Recuperacion y aislamiento de hongos de los Limones Persa

Se seleccionaron frutos que presentaron sintomas de enfermedad como son
clorosis, necrosis y sintomas de pudricion Figura 6. Las muestras obtenidas fueron

trasladadas al laboratorio para el aislamiento de hongos.
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Figura 6. Cultivo de limon persa en el municipio de Ayotoxco de Guerrero, Puebla.
Fotografia: Propia JD Evangelista.

6.3 Camara humeda

Los frutos fueron lavados con hipoclorito de sodio al 20% durante 20 min y continué
con un segundo lavado el cual fue con agua y etanol a una proporcion de 20:80 por
(20 min). Por ultimo, se hizo un lavado con agua destilada estéril esto durante un
tiempo de 30 minutos, todo en campana de flujo laminar. Muestras de tejido con
sintomatologia, se colocaron en camaras hiumedas las cuales contenian de 4 a 5
limones y colocando de 1 a 2 torundas de algodon humedecidas con agua estéril en
un recipiente de plastico desinfectado. El contenedor fue sellado y se incubo por un
periodo de 10 dias a 25 °C y 70 % de humedad relativa (Coyotl-Pérez et al., 2022).
6.4 Aislamiento y purificacion de hongos en medio de cultivo

Posteriormente a la incubacion se aislaron las morfologias resultantes en agar
dextrosa y papa (PDA). Se hizo la purificacion de hongos con varias repeticiones,
esto con el fin de tener la certeza de que el hongo estaba puro, por ultimo, las
morfologias fueron conservadas para experimentos posteriores (Krug, 2019).

6.5 Preparacion de medios

Una vez que crecieron los hongos se pasaron a un medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA) el cual la preparcion concistio en (200 g/L de papa; 20 g/L de agar
bacteriolégico y 20 g/L de dextrosa) posterior mente ya preparado el medio se paso

a esterelizar en una autoclave 30X60CM, 40L marca evar, el medio de cultivo se
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dejo en el auto clave 15 min a una temperatura 121 °C y como paso final se vetio

en una campana de flujo (Coyotl-Pérez et al., 2022)

6.6 Pruebas antifungicas in vitro

Para evaluar la actividad antifungica de los aceites esenciales, se empleo el método
de microdilucion en caldo, utilizando resazurina como indicador de viabilidad
(Sigma-Aldrich Co.). Para esto, se obtuvieron discos hifales de 4 mm de didmetro
de cultivos de 10 dias en PDA, los cuales se depositaron en 300 ul de medio PDB
en microplacas de Elisa de 96 pozos y se incubaron durante 40 horas a 28°C con
agitacion moderada (50 rpm). Se realizaron curvas de dosis respuesta (10-500
pg/ml) con los aceites esenciales previamente emulsificados en etanol absoluto, y
se determind la concentracion del aceite a partir de su densidad, calculada mediante
una balanza analitica. La conversion de resazurina en resorufina se monitore6 a
630nm con un lector de microplacas de Elisa, y las concentraciones minimas
inhibitorias se estimaron por quintuplicado. Este método permite obtener resultados
precisos y confiables para evaluar la actividad antifngica de los aceites esenciales
de manera efectiva (Chadha & Kale, 2015).

6.7 Pruebas de patogenicidad in situ

Los limones persas utilizados en la experimentacion fueron adquiridos en el
mercado de San Isidro en Puebla, México. Antes de su uso, los frutos fueron
desinfectados con hipoclorito de sodio al 20% durante 20 minutos y posteriormente
enjuagados con agua destilada estéril. Luego de secarlos en una cabina de flujo
laminar, se inocularon con 1000 conidios de cada fitopatdgeno por penetracion
directa utilizando una micropipeta de 200 pL de capacidad, previamente
resuspendidos en agua estéril. La cantidad de conidios se estimo utilizando una
camara de Neubauer. Los limones (n=10) cubiertos con las peliculas obtenidas se
consideraron como el grupo experimental, mientras que los limones inoculados con
conidios se consideraron como el grupo de control de infeccién. Los frutos fueron
procesados en una camara de humedad a una temperatura constante de 28°C y

una humedad relativa del 70% bajo un fotoperiodo estandar de 12 horas de luzy 12
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horas de oscuridad. Los sintomas como la pérdida de turgencia y/o la proliferacion

micelial se registraron diariamente durante 8 dias. (Duque-Bautista et al., 2017)

6.8 Parametro de calidad (Firmeza)

Para la obtencién de la firmeza, se obtuvo en unidades kg/cm? y se utilizd un
penetrometro Modelo RN-GY-3. Este procedimiento estuvo en monitoreo por 15
dias, de los 6 grupos se realiz6 la replicacion de 10 veces una vez finalizado se

volvio a tomar la firmeza y se procedié a colectar el jugo para analisis posteriores.
6.9 Preparacion de microcultivos

Se elaboraron microcultivos para obtener imagenes de las estructuras reproductivas
presentes en los hongos fitopatégenos aislados. Estos microcultivos se obtuvieron
a partir de cultivos que se habian desarrollado en placa Petri durante 7 dias,

siguiendo el método descrito por Quintana-Obregon et al., 2013.

6.10 Microscopia

Las estructuras reproductivas fueron teflidas de azul de algoddén para su posterior
observacion en un microscopio Binocular Primo Star Carl Zeiss.

6.11 Identificacion molecular de cepas fitopatdogenas

EI DNA gendmico de los hongos determinados como fitopatégenos fue obtenido con
el kit DNAzol de ThermoFisher Scentific de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. La secuenciacion estuvo basada en la amplificacion secuenciacion de
las regiones de los espaciadores transcritos internos (ITS) usando los
oligonucléotidos ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) and ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) y la proteina beta-tubulina BTla
(TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG) y Btlb
(GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC) usando las condiciones de PCR reportadas
por Coyotl-Pérez et al. (2022). Los amplicones fueron secuenciados utilizando los
servicios de la compafia Macrogen, Inc. Seoul, South Korea. Las secuencias fueron

comparadas con aguellas depositadas en el NCBI y MycoBank.

31



6.12 Obtencidon de aceites esenciales

EL aceite esencial del falso laurel fue obtenido a partir de material adquirido en el
Centro Universitario de Vinculacion y Transferencia de Tecnologia. Cinco kilos de
hojas de Litsea glaucescens fueron procesados mediante hidrodestilacion usando
un equipo Clevenger de 5 litros de capacidad. El aceite esencial fue recuperado con
hexano grado analitico y la humedad fue retirada por su incubacion en un desecador

de vidrio adicionado con sulfato de sodio anhidrido.

6.13 Caracterizacion quimica del aceite esencial

Se utilizé un cromatografo de gases de marca Varian CP3800 para analizar el aceite
esencial obtenido por hidrodestilacion. Este equipo estaba equipado con una
columna capilar Factor Four VF-5ms y un cuadrupolo sencillo de marca Varian
modelo 320MS. La fase movil fue helio a un flujo de 1 mL min-. La identidad de los
componentes del aceite se determiné comparando sus espectros de masas (70 eV)
con la base de datos de referencia estdndar NIST 2.0, la literatura y estandares
auténticos disponibles en el laboratorio. Se obtuvieron los indices de retencién de
Kovats (RI) al comparar los tiempos de retencion con los de una mezcla estandar

de n-alcanos (Cs-C20) en las mismas condiciones analiticas (Adams, 2007).
6.14 Elaboracion de peliculas hibridas

Las peliculas hibridas 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)
y también se vertieron 2.50 mL de glicerina, la solucién (100 mL) se mantuvo en
agitacion continua a 50 °C durante 60 minutos. Posteriormente, se afiadieron a la
solucién diferentes cantidades del aceite esencial para obtener peliculas que
contenian 0.7% , 1% y 1.3% (p/v) del aceite esencial de Litsea glaucescens. Estas
fueron asignadas como FL1 para 0.7%, FL2 1% y FL3 con 1.3%, respectivamente.
Para preparar las peliculas, se vertieron 20 mL de cada composicion en cajas de
Petri de vidrio (90 mm de didmetro) y se secaron a temperatura ambiente (25 °C)

durante 72 horas. Finalmente, las peliculas se retiraron de las cajas de Petri para
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su posterior analisis y evaluacion biologica. Se utilizaron peliculas elaboradas con
quitosano puro (Ch) como controles para andlisis fisicoquimicos y pruebas

biolégicas. Los materiales se prepararon por quintuplicado.

6.15 Caracterizacion FT-IR, SEM de las peliculas

Se obtuvieron datos de las peliculas mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR) utilizando un espectrometro Bruker Vertex 70. Los
analisis se realizaron en tres ocasiones. También se realiz6 una microscopia
electronica de barrido de las peliculas utilizando una capa de oro y un microscopio
electronico de barrido JEOL JSM-6610. Estos analisis también se realizaron en tres
ocasiones. Para medir el espesor de las peliculas, se utiliz6 un micrometro digital
de alta precision (iGaging) y se realizaron diez mediciones a partir de cortes

transversales de las peliculas (Coyotl-Pérez et al., 2022).

6.16 Evaluacién de Opacidad y Transmitancia

Se utilizé el método de Gutierrez y Alvarez (2017) para determinar las propiedades
Opticas de la pelicula. Se emple6 un espectrofotdmetro UV-1600PC VWR (Radnor,
Estados Unidos) para medir la transmitancia de la pelicula a 190-800 nm utilizando
una cubeta vacia como referencia. Las muestras de pelicula de 1 a 5 cm de longitud
se colocaron perpendicularmente a la fuente de luz en la cubeta. La opacidad de la
pelicula se midid6 midiendo la absorbancia a 600 nm y se calculé segun Morales-

Rabanales et al., (2022). Se realizaron tres repeticiones (n=3) de cada analisis.

6.17 Andlisis estadistico
El andlisis se realiz6 utilizando diez repeticiones por tratamiento. Se utiliz6 un disefio

de blogues completamente al azar como analisis estadistico. Los datos se
sometieron a analisis de varianza (ANOVA) y se utiliz6 una prueba de Tukey
(P<0.05) para la comparacion de medias, empleando el programa STATGRAPHICS
(Coyotl-Pérez et al., 2022).
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XI RESULTADOS

7. 1 Recuperacion y aislamiento de hongos de los limones persa

En la Figura 7 se muestra los limones que fueron recolectados en la sierra
nororiental de Puebla con presencia de hongos. Algunos de los frutos presentaron
antracnosis, los limones estuvieron en incubacion a temperatura ambiente y en

oscuridad.

Figura 7. Camara humeda con tejido vegetal del limon persa reservados en el recipiente
de plastico. Fotografia: Propia JD Evangelista.

Posteriormente, los hongos que emergieron de los limones fueron aislados en
placas de medio de cultivo agar dextrosa y papa (PDA). Estas muestras se
mantuvieron en un periodo de 6 dias, a temperatura ambiente y en oscuridad. De
esta forma, se obtuvieron colonias puras de cada hongo.

Se aislaron un total de ocho cepas, las cuales se les asigno con una la letra L y se
les asigndé un numero del 1 al 8 de acuerdo con el niumero total de cepas

encontradas, tal como se puede observar en la Figura 8.
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an g i -
Figura 8. Morfologia de las 8 cepas de hongos, obtenidas en limones enfermos. Fotografia:
Propia JD Evangelista.

7.2 Pruebas de patogenicidad

Estas pruebas se documentaron mediante imagenes capturadas que fueron
tomadas cada 24 horas durante 6 dias. Se observd que los limones sanos
inoculados con la cepa L1 presentaron sintomas de enfermedad a las 24 horas
después de la inoculacién en comparacion con los otros hongos. En vista de esto
se selecciond para hacer unas segundas pruebas de patogenicidad dado que se
detecté que el hongo era muy agresivo. Asi mismo, se observé que la cepa L4
genero sintomas de enfermedad al dia 3 por lo que también fue catalogada como
agresiva. Al dia 6 el dafio en el fruto fue mucho mas evidente (Figura 9). Estas dos
cepas causan un dafio significativo en comparacién con el grupo control.

En cambio, las cepas L3, L5, L6 y L8 no ejercieron ningun dafio en el limén por lo
cual fueron descartadas como fitopatdgenas. Mientras que, las cepas L2 y L7,
aungue generaron un ligero crecimiento en el fruto estas no presentaron ningun

dafno al dia 6.
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Control

Figura 9. Pruebas de patogenicidad de 8 cepas de hongos fitopatdgenos en frutos sanos
de limén persa. Fotografia: Propia JD Evangelista.
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En la Figura 10 se observan los resultados de las segundas pruebas de
patogenicidad con las cepas que presentaron mayor dafio sobre el fruto, asi como
un control de referencia. Cabe resaltar que esta cinética se postergd por dos dias
mas para observar el comportamiento del hongo L4. Las cepas L1 y L4 mostraron
el mismo comportamiento en el fruto como en las primeras pruebas concluyéndose
un dafio agresivo sobre el limén. En base a esto, se reafirma su actividad Fito
patogénica por repetir el mismo patron de infeccion.

Finalmente, se decidié continuar con estas dos cepas de hongos para seguir con la
identificacion molecular y hallar el método para poder controlar su crecimiento en

limones.

Dia 0

Control

L1

L4

Figura 10. Segundas pruebas de patogenicidad con 2 cepas de hongos fitopatbgenos en
frutos sanos de limén persa. Fotografia: Propia JD Evangelista.
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7.3 Pruebas de identificacion fisicas y moleculares de cepas fitopatdogenas

A los microcultivos se les dejo reposar por 8 dias con condiciones de oscuridad a

28°C, posteriormente se observaron las estructuras reproductivas en microscopio

Figura 11.

Figura 11. Microscopio Binocular marca Primo Star Carl Zeiss.Al. Fotografia: Propia JD

Evangelista.

Por otra parte, para la identificacion molecular de los hongos se uso la técnica de
secuenciacion de regiones génicas conservadas. De acuerdo con Rojo-Baez et al.
(2017) los ITS y beta tubulina son regiones conservadas del genoma de eucariontes.
Las amplificaciones posteriormente fueron enviadas a Macrogen Inc. en Corea del
Sur para su secuenciacion y de esta forma saber que especies de hongos

fitopatdégenos eran.
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Las secuencias obtenidas se compararon con aquellas del National Center for
Biotechnology Informacion (NCBI por sus siglas en inglés). Se encontré que el
hongo L1 corresponde a Penicillium digitatum pues coincidia con un parentesco del
100% con Penicillium digitatum cepa Y34 espaciador interno transcrito 1, secuencia
parcial; gen de ARN ribosomal 5.8S y espaciador interno transcrito 2, secuencia
completa; y gen de ARN ribosomal de subunidad grande, secuencia parcial (ID:
Mk793211.1) (Figura 12A).

Por otra parte, con la secuencias de beta tubulina se obtuvo un 98% de similitud por
parentesco con Penicillium digitatum Pd1 tubulina beta, ARNm Putativo (Figura
12B). Esto permitio reafirmar que se trabajo con el hongo Penicillium digitatum que

es uno de los mas comunes en provocar enfermedades en citricos.

Penicillium digitatum cepa Y34 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen Penicillium digitatum Pd1 Tubulina beta, ARNm putativo
de ARN ribosomal 5.85 y espaciador interno transcrito 2, secuencia completa; y gen de
ARN ribosomal de subunidad grande, secuencia parcial.

Sequence ID: MK783211.1 Length: 544 Number of Matches: 1 Sequence ID: XM _014880717.1 Length: 1311 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 532 GenBank Graphics Range 1: 850 to 1247 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand Score Expect Identities Gaps Strand

983 bits(532) 0.0 532/532(100%) 0/532(0%) Plus/Plus 697 bits(377) 0.0 392/399(98%) 2/399(0%) Plus/Plus

lQuery 14 CCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTT 73 Query 37 GTCARGCGTCCCAGAGTTGACTCCGC-CATGTTCGACCCCARGAACATGATGGCCGCTTC 95

. IHIIlIHHlHHIIIHlHH\lllIIIIHHIlllHIlI\HIIIH . II\Hll\HlllHIH\II I\IIIH\IIIIIIIIII\HIHIIIII\

sbjct 1 TGGGTCCACCTCCCAC 60 sbjct 850  GTC-AGCGTCCCCGAGT CAAGAACA' 908

louery 74 ACACCCCCGAACT 133 Query 96 CGACTTCCGTAACGGCCGCTACCTTACTTGCTCTGCTTTGTTCCGCGGTAAGATCTCCAT 155
H\IlllHHll\HIIIHIHHHllIIIIHHIlllHIll\HlllH LUCEEERLCEEEEEEEEERRT L CEEEEE LT LT

sbict 61 TCACGCTCCCGGGCCCGCGCCCGCCGARGACACCCCCGAACT 120 Sbjct 909  CGACTTCCGTAACGGCCGCTACCTTACTTGCTCTGCTTTGTTCCGCGGTAAGATCTCCAT 968

jQuery 134 CTGTCTGAAGATTGCAGTCTGAGTGAAAACGARATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATC 193 Query 156 TTGAGGACCAGATGCGCAACATCCAGAACAAGAACCAGAGCTACTTCGTTGA 215
IHIIIIHHIHHIIIHI\HHIIIIIIIHH||||H|II\HIIIH IIHHIIH\IIIIHI\HIIIIIHIIH\IIIIIIIIII\HIHIIIII\

Sbjct 121 180 sbjct 969 AGAGCTACTTCGTTGA 1028

jQuery 194 TCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATACGTAATGTGAATTGC. 253 Query 216  GTGGATCCCCAACAACGTCCAGACTGCTCTGTGCTCTGTTCCCooee GTGGCCTCAAGAT 275
IHIIIIHHII\HIIIHIHH\IlIIIIIHHIlllHIII\HIIlH ) IIHHIHHIHIHI\H||||IHII\HII|||||||I\HIHIIIII\

sbjct 181 TCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATACGTAATGTGAATTGCARA 240 sbjct 1029 GTGGATCCCCAACAAC TCTGTTCCCCCCCGTGGCCTCAAGAT 1088

lguery 254 TTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATG 313 Query 276 | lc"l".‘rc"xf.ﬁr‘:‘rﬁﬁ e | ‘ ‘ : ‘lLTTTT'\:TTIT‘\:‘\:ﬁGITﬁI | lftln.r‘ac‘.c"cﬁu‘::l:?l | | ‘ 335
IHIIIIHHIIH\ LILLLLL HH\IIIIIII CLLLLLLLEELEEELL LT L]

sbjet 241 TGAATCATCGAGTCTITGAAC TTGCGCCCCCTEGTATTCCGGGGEGCATG 300 Sbjct 1089 GTCTTCCACCTTCGTCGGTAACTCCACCTCCATCCAGGAGCTCTTCAAGCGTGTCGGC 1148

jQuery 314 CCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCGA 373 Query 336  TCAGTTCGCTGCCATGITCC CAAGGCTTTCTTGCACTGGTACACTGGTGAGGGTAT 395
IHIIIIHHIIH\IIIHIHH\IIIIIIIHHIIIIHIIIH\IIIH . IIHHIHHIIIIHI\HIIIIIHII\HIIIIIIIIIIH\II\IIIII\

Sbjct 301 CCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTC: TTGTGTGTT CCCGTCCCCCGA 360 Sbjct 1149 TCAGTTCGCTGCCATGTTCCGTCGCAAGGCTTTCTTGCACTGGTACACTGGTGAGGGTAT 1208

louery 374 433 Query 396  GGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCCGAGTTCAACATGAA 434

IHIIIIHHIIH\ ||| Hl \HHIIIIIII HHIIlIHlII \HIIIH LUEEERTCEEELEEEEERET LR TEEETELT]
Sbjet 361 TCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGECGGCACCGCGTCCEETCCTCGAGCGTATGGE 420 || Sbjct 1209  GGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCCGAGAGCAACATGAA 124

lQuery 434 GCTTTGTCACCCGCTCCGTAGGCCCGGCCGGCGCCTGCCGATCARCCCCAAATTTTTAAT 493
DLLEELLEE LR LR L] HH||||H||| HH”H

Sbjet 421 GCTTTGTCACCCGCTCCGTAGGCCCGGCCGGCGCCTGCCGATCAACC 480
[Query 494 CAGGTTGACCTCGGATC, 'TAAGCATATCAA 545

I LT C LR L T A B
Shjch 481 CCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA 532

Figura 12. Alineamientos de Penicillium digitatum ITS. A) Resultados de alineamiento de
Penicillium digitatum con ITS y B) tubulina. Fuente: (NCBI) Elaboraciéon propia. JD

Evangelista.

La cepa L1 de la Figura 13A que corresponde a Penicillium digitatum, tuvo presencia
de un color verdoso con una alta esporulacién. Esta cepa tuvo una apariencia que
semejaba a polvo. Dentro de su morfologia microscépica tiene como caracteristica
mas representativa que el conidiéforo en forma de pincel o de mano. Estos conidios

estan presentes en forma de cadena y parten de una célula especializada que se le
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denomina fialide. En el conidi6éforo se une al micelio mediante el estipite,
comunmente entre el conidiéforo y las fialides llega a presentar diferentes células.
Los puntos de ramificacion llegan hacer en la fidlide esta misma, es la que se
encarga del soporte y se le llama métula. Las ramas que presenta este hongo parten
de la estirpe en las esporas (conidios) se producen en cadenas secas de las
extremidades de las fialides, las esporas mas jovenes en la base de la cadena
(Figura 13B). La ramificacibn es una caracteristica importante para identificar
especies del género Penicillium. Hay excepciones en la que estos hongos no son
ramificados y llevan simplemente un racimo de fidlides en la tapa del estipite. Otros
pueden tener un racimo de ramas, cada cojinete un racimo de fidlides (AGRIOS,
2005).

L1:Penicillium digitatum

C

Figura 13. A) Cepa de Penicillium digitatum en PDA. B) Conidios en microcultivos tefiidos
con azul de algodon a 50X. C) Conidios a 100x: Fotografia: Propia JD Evangelista.
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Por otra parte, los datos obtenidos de la secuenciacién de las regiones ITS del hogo
L4 sugirieron su correspondencia con Colletotrichum gloeosporioides ya que tuvo
una homologia del 99% con Colletotrichum gloeosporioides aislado C16 18S gen de
ARN ribosomal, secuencia parcial; espaciador interno transcrito 1, gen de ARN
ribosomal 5.8S y espaciador interno transcrito 2, secuencia completa y gen de ARN
ribosomal 28S, secuencia parcial (ID: KC010547,1) (Figura 14A). Mientras tanto la
secuencia de beta-tubulina para este hongo tuvo un 96% de similitud por parentesco
con Calletotrichum gloeosporioides aislado mz-1 gen beta-tubulina2 (TUB2),
secuencia parcial (ID: HQ187622.1) (Figura 15B). Se sabe que Colletotrichum
gloeosporioides es de importancia en el pais pues es uno de los hongos que causa

mayor problema en los limones.

Colletotrichum gloeosporioides aislado C16 18S gen de ARN ribosomal, secuencia | | Colletotrichum gloeosporioides aislado mz-1 gen beta-tubulina 2 (TUB2), secuencia
parcial; espaciador interno transcrito 1, gen de ARN ribosomal 5.8S y espaciador interno parcial.

transcrito 2, secuencia completa; y gen de ARN ribosomal 28S, secuencia parcial.

Sequence ID: KCO10547.1 Length: 583 Number of Matches: 1 Sequence ID: HQ187622.1 Length: 513 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 583 GenBank Graphics Range 1: 147 to 513 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand Score Expect Identities Gaps Strand
1033 bits(559) 0.0 575/583(99%) 0/583(0%) Plus/Plus 590 bits(319) 9e-164 351/367(96%) 0/367(0%) Plus/Plus
Query 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACARCCCTTTGTGAA 60 Query 141 TGTAAGTTTGATGACTGATCAAATACGCTTGTCTCCCTCAAAAGCTAATCATTTCAARAA 200
FUCCEPELLEREUEEEELU L PP L EEEET LT LELLLLELE LEEUE LLELE] L LLLEELEL LT IH\IHIHI\I |
sbjct 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACARCCCTTTGTGAA 60 sbjct 147 TG’J‘MGTl"!‘TATGA‘CAGATCM‘ATTCCC“ATTGT(!?TCCC‘ l AATCATTTCAATAG 206
Query 61 CATACCTATAACTGTTGC' TCCCGGCCTCCCGCCC 120 Query 201 ,CTCAACGTCCGTAACAAGAA 260
I\II\I\IHI\IHIHHI\II\I\IIIIII\I\IHI\IHIHIIHIHHIHI \ HI\IHIHHIHHHII I\IHIIIII \II\ EELLEELL TLLELET
sbjct 61  CATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCC 120 Sbjet 207 CCGTGGTAAGGTCGCCATGAAGGAGGTTGAGGACCAGATGCGCAACGTCCAGAACAAGAA 266
Query 121 CGGGCGGGTCGGCGCCCCCCGGAGGATAACCARACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTG 180 Query 261 CTCCTCTTACTTCGTTGAGTGGATTCCCAACAACATCCAGACCGCTCTCTGCGCCATTCC 320
) |\IlH\IHI\|HIHI\IHI\I\||||||\|\|HIH\IIHIII\IH|HHI I\IHI\IHI\IHI\I\IIHIIHI\IIIIII\IHHI\IIH\IHIHHIHI
sbjct 121 ATTTAACGACGTTTCTTCTG 180 sbjet 267 CTCCTCTTACTTCGTTGA 326
Query 181 AATCARARCT! 240 Query 321 TCCCCGTGGCCTCARGATGTCGTCTACCTTCATCGGTAACTCTACCTCCATCCAGGAGCT 380
. I\III\IHI\IHIHHHII\HIIIIII\I\I\I\I\IHIIIIHHIH\H I\IHI\IHI\IHI\I\IHIIIIHHIIII\IHI\I\IIH|H|\|\|H|
Sbjct 181 GTTCTGGCATCGATG 240 Sbjet 327 TCCCCGTGGCCTCAAG ATTGGTAACTCTACCTCCATCCAGGAGCT 386
Query 241 | ‘ || | | ‘ IA\ | ‘ | | \T\ I‘T?AIT}I\TTGTINI\TT\ IT N‘\T’l" T‘TGAT'I“?A"I'T"ST-T‘ | ELLY Query 381 CTTCAAGCGTGTCGGTGA cm‘;nc}\ccmca'r GTTCCGTCGCAAG ECTT‘I‘ CTTGCATTG 440
| | | 11111 HIHI\IHI\IHIH\II IIIHI\IIIIIHHIIH\IH HIH\IHI
sbjct 241 TGAATT 300 sbjct 387 CTTCAAGCGTGTCGGTGAGC mncmcsrcus'ﬂ:ccarcseuﬁﬁcr TTGCATTG 446
Query 301 TTCGAGCCTCATTTC 360 Query 441 GTACACTGATGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCTGAGTTCAACATGAACGA 500
. I\IH\IHI\IHIHHIHI\I\II|III\I\IHIH\IIHIIIHHHHH I\IHI\I\I\IHI\I\II\IIII\I\IIIIIHI\II\I\II\I\IHlHIHHl
Sbjet 301 TTCGAGCGTCATTTC 360 Sbjct 447 GIACACTGGTGAGGGTATGGAC! 506
Query 361 AACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGT 420 Query 501 TCTCGTC 507
I\II\I\IHI\IHIHHI\II\I\IIIIII\I\IHIH\IIHIIHIHHIHI LT
sbjct 361 420 Sbjet 507 TCTCGTC 513
Query 421 G?TG?MTCTTCCG‘G}? CTT?TTT?C‘GTTGTAA?TT'J‘.‘MGTCTT(‘;CACT??G‘AT(‘!TGGA 480
CELELCELETLEELELELE L LU EEL LR L e LEELLE LT LEE LT
Sbjct 421 GGCGGACCCTCCCGGAGCH CTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGA 480
T T T T >
Sbjct 481 GGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATC 540
Query 541 CCTGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAATCTCTAG 583
I\|\|\|H|\|H|HHHII\I\IIIIlIH\IHHH A B
Sbjct 541 CCCGCTGAACTTAAGCA! AAGCGGAGGAAATCTCTAG 583

Figura 14. A) Alineamientos de Colletotrichum gloeosporioides con ITS y B) beta-Tubulina.
Fuente: (NCBI) Elaboracion propia. JD Evangelista.

La cepa L4 (Figura 15A) presenta un crecimiento lento debido a que tarda mas de
siete dias en desarrollarse. En su anverso presenta una coloracién negra en el
borde y en el centro color amarilla. Mientras que en su reverso presenta la misma

coloracion. Su forma es circular, borde entero, consistencia suave y textura
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algodonosa. Por otra parte, en su morfologia microscopica se observa que es un
hongo hialino con hifas septadas Figura 15B. Algunas hifas son mas gruesas que
otras y después de 8 dias comienzan a tornarse de color marron a negro esto
dependiendo el estado de maduracién de los conidios.

Presentan conidios que miden en promedio 1.07 um de ancho y 1.44 um de largo,

tienen una pared rugosa de los cuales emergen macroconidios (Figura 15C).

L4: Colletednohum glososponoides

C

Figura 15. A) Cepa de Colletotrichum gloeosporioides. B) Hifas y conidiéforos observados
a 50X. C) Conidioforos con conidios liberados observados a 100X. Fotografia: Propia JD
Evangelista.

7.4 Extraccién de aceites esenciales
La extraccidon de aceite esencial es la que se muestra en la Figura 16. Para extraer

el aceite esencial de Litsea glaucescens Kunth se realizé una hidrodestilacion en la
cual se necesitaron 100 g de material vegetal (hojas).
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Figura 16. A) Hojas de Litsea glaucescens Kunt. B) Extraccion de aceite esencial. C)
hidrodestilacion por arrastre de vapor en un equipo Clevenger de 5L. Fotografia: Propia
JD Evangelista.

7.5 Caracterizacion quimica GC-MS

El rendimiento que obtuvo el aceite esencial de Litsea glaucescens arrojo que por
cada 100 g de planta destilada se obtiene 0.588 g de aceite esencial. De modo que
su porcentaje de rendimiento fue de 0.42%. En la Figura 17 se muestra el
cromatograma obtenido por GC-MS de la composicion quimica de aceite esencial

de Litsea glaucescens.

GCounts] LAUREL xms 10 0-800 0=
2.5110.0-800.0> 3
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Figura 17. Cromatograma de GC-MS del aceite esencial de Litsea glaucescens. Fuente:
Elaboracion propia. JD Evangelista.
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Este aceite esencial cuenta con 28 componentes quimicos Tabla 6. dentro de los
cuales destacan los siguientes volatiles 1,8-cineol (eucaliptol) como componente
principal con 44.6% del total. Como segundo compuesto mayaoritario se encuentra
a dihidrocarveol con un 23.8% el cual se observa en el pico 10 detectado a los 29
minutos. Asi mismo se encuentra el a-pineno (5.1%), canfeno (2.6), beta-pineno
(3.1%), Gama- terpineno (2.4%), terpinoleno (0.3%), linalol (0.5%), 1-terpineol
(1.4%), terpinen-4-ol (2.5%), carvona (0.9%), bornyl acetato (1.3%), trans-carvona
oxido (0.3%), neo-Isopulegyl acetato (0.4%), Alil octanoato (0.3%), safrol (0.5%),
trans-dihidro-alfa-terpinil acetato (0.7%%), cis-pinocarvil acetato (1.2%), geranil

acetato (0.9%), beta-cariofileno (0.9%) y alfa-humuleno (0.9%)

Tabla 6. Composicion quimica de Litsea glaucescens.

1 Alpha-Pineno 939 5.1
2 Canfeno 954 2.6
3 Beta-Pineno 979 3.1
4 1,8-Cineol 1026 44.6
5 Gama-Terpineno 1054 2.4
6 Terpinoleno 1086 0.3
7 Linalol 1095 0.5
8 1-Terpineol 1130 1.4
9 Terpinen-4-ol 1177 2.5
10 Dihydrocarveol 1193 23.8
11 Carvona 1243 0.9
12 Bornyl acetato 1254 1.3
13 Trans-Carvona oxido 1276 0.3
14 neo-Isopulegyl acetato 1277 0.4
15 Alil octanoato 1280 0.3
16 Safrol 1287 0.5
17 Trans-dihidro-alfa-Terpinil acetato 1300 0.7
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18 Cis-Pinocarvil acetato 1311 1.2
19 Geranil acetato 1379 0.9
20 Beta-Cariofileno 1408 0.9
21 Alfa -Humuleno 1452 0.3
22 Isobornil n-butanoato 1473 0.5
23 Alfa-Muuroleno 1500 0.4
24 (2)-Nerolidol 1531 0.4
25 Cariofileno oxido 1582 0.4
26 Sesquituriferol 1604 0.3
27 (2)-Lanceol 1760 0.5
28 Butyl dodecanoato 1786 0.6

7.6 Elaboracion de Peliculas hibridas

Las peliculas de quitosano no presentaron coloracion, mientras tanto las peliculas
compuestas por aceite esencial de Litsea glaucescens FL1 al 0.7%, FL2 al 1% y
FL3 1.3% presentaron un color amarillo tenue, debido a que el aceite posee un

color amarillo como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. A) Pelicula de quitosano sin aceite esencial. B) Pelicula hibrida compuesta por
quitosano y AE al 0.7%. C) Pelicula hibrida compuesta por quitosano y AE al 1%. D) Pelicula
hibrida compuesta por quitosano y AE al 1.3%. Fotografia: Propia JD Evangelista.

7.7 Caracterizacion por FT-IRy SEM

El espectro del aceite esencial del falso laurel Figura 19 A mostré una banda a 3419
cm? correspondiente a la vibracion simétrica del grupo OH que esta presente en la

estructura quimica del dihidrocarveol y terpinen-4-ol. Las sefiales a 2966 cm™ y
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Transmitancia (%)

2878 cm* son atribuidas a la vibracion de estiramiento simétrico y asimétrico del
grupo CHzs. La sefial en 1647 cm™ indica la vibracion de estiramiento de los enlaces
C=C caracteristico del canfeno. La banda a 1690 cm™ corresponde a la vibracién
de estiramiento del grupo vinilo terminal del dihydrocarveol y la banda observada en
1456 cm™? esta asociada con la flexion simétrica de los enlaces C-H. La sefial
emitida a 1415 cm! se presenta por la vibraciéon simétrica y asimétrica de los grupos
C-O-H respectivamente. El espectro obtenido para las peliculas hibridas a base de
AELg y quitosano Figura 19 B muestran una banda de 3281 cm atribuida a la
presencia del polimero (quitosano). Esto se puede cotejar en la sefial en 1640 cm™
correspondiente a la vibracion de estiramiento de H-O-H. La sefial en 1648 cm*
corresponde a la vibracién de flexion de tijera del enlace N-H2, siendo la sefal
detectada a 1558 cm asociada al doblamiento del enlace N-H (Shen & Pascal,
2015). Las bandas de 994 cm™, 1101 cm?, 1157 cm?, corresponden a las sefiales
de las vibraciones de estiramiento de las cadenas C-O, C-C, C-O-C. La banda

emitida en 852 cm! es atribuida a la vibracion de estiramiento del enlace C-C de la
cadena del polimero.
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Figura 19. A) FT-IR del aceite esencial del falso laurel, quitosano y quitosano mas glicerina.

B) FT-IR de las peliculas hibridas de quitosano y aceite esencial de Litsea glaucescens.
Fuente: Elaboracion propia. JD Evangelista.
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De acuerdo con las micrografias de SEM Figura 20 se pudo observar que la
superficie de la pelicula de quitosano sin aceite esencial es homogéneay lisa en su
mayoria. Sin embargo, se observan pequefios granulos que se le atribuyen a
particulas de polvo. Por otro lado, las micrografias de las peliculas FL1 y FL3
presentan una superficie totalmente homogénea en comparacion con la pelicula
FL2. Esta pelicula FL2 presenta unos grumos debido a la presencia conglomerada
de quitosano. Estas peliculas no presentan burbujas o agrietamiento en la superficie
lo cual se ha mencionado que la matriz polimérica es una buena opcién para incluir

a los aceites esenciales en su composicion.

A Vista superficial B \Vista transversal

Quitosano

FL1

FL2

FL3

Figura 20. Micrografias A)Vista superficial de las peliculas B)Vista transversal de las
peliculas. Fotografia: Propia JD Evangelista.
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7.8 Evaluacion de transmitancia y opacidad
La importancia de estas dos técnicas brinda un entendimiento acerca de la

proteccion que ofrece el material a los alimentos de los efectos de la luz
especialmente de la radiacion UV (Coyotl-Pérez et al., 2022).

En la Figura 21A se observan los resultados de la transmitancia (UV-Vis) a traves
de peliculas de quitosano que contienen diferentes cantidades de aceite esencial
de Litsea glaucescens. Se observo que la transmitancia de las peliculas FL3 fue
menor en comparacion con la pelicula de quitosano puro de 190-300 nm. Sin
embargo, las tres peliculas que contenian aceite esencial muestran una tendencia
similar a la misma longitud de onda.

Por otro lado, a partir de 450-900 nm el comportamiento en las peliculas de
guitosano y FL1 con la menor concentracion de aceite esencial presentan la misma
transmitancia. Un caso contrario fue observado para las peliculas con 1.0% y 1.3%
de aceite esencial. En los resultados de opacidad Figura 21B se muestra que la
pelicula de quitosano y la pelicula FL1 la cual tiene 0.7% de AE de Litsea
glaucescens, no hay diferencia, mientras que FL3 con el porcentaje de 1.3% de AE

posee una opacidad mayor a los demas grupos brindando proteccion a los limones.
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Figura 21. A) Transmitancia de las peliculas de quitosano y peliculas hibridas elaboradas
con quitosano y AE de Litsea glaucescens (FL1-FL3). B) Opacidad de las peliculas de
quitosano puro y peliculas hibridas con quitosano y AE de Litsea glaucescens (FL1-FL3)
Fuente: Elaboracién propia. JD Evangelista.
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7.9 Evaluacion de materiales in situ

El aceite esencial de Litsea glaucescens sobre el hongo fitopatbgeno que se
encontrd en el limén persa, se le dio seguimiento de como es agresivo con el tejido
vegetativo, para ello se establecieron 6 grupos el cual 5 grupos fueron infectados
con Penicillium digitatum y dejando un grupo control, con un periodo de 6 dias.

El grupo de fruto infectado sin ninguna pelicula que lo recubriera comenzé a
presentar sintomatologia al segundo dia, en el dia 4 el limén ya presentaba
coloracion de color blanco recubriendo al limén, llegando al dia 6 totalmente cubierto
de hongo y perdiendo la turgencia del limén dando pauta a que el quitosano por si
mismo no elonga la vida de anaquel de los limones infectados. En el grupo donde
los limones que solo fueron recubiertos por la pelicula de quitosano puro, comenzo6
la presencia de color al dia 4, teniendo como resultado un limén marrén al dia 6 de
la misma manera perdiendo la turgencia. Con el grupo FL1 que contenia a los
limones recubiertos con la pelicula hibrida de quitosano y con 0.7% aceite esencial
de Litsea glaucescens, en el dia 2 hubo presencia de coloracion llegando al dia 6
con un cambio total de coloracion semejante al grupo de quitosano. Por ultimo, los
grupos FL2 pelicula de quitosano y AE de Litsea glaucescens al 1% y FL3 pelicula
de quitosano y AE de Litsea glaucescens al 1.3% no presentaron sintomas de estar
enfermos, pues no presentaron coloracién alguna, de la misma manera que
mantuvieron su turgencia, dando como posible empaque protector de la infeccion

del hongo Figura 22.
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Figura 22. Evaluacion de peliculas de quitosano y en combinacion con aceite esencial de
Litsea glaucescens FL1 (0.7%), FL2 (1%) y FL3 (1.3%) contra Penicillium digitatum
Fotografia: Propia JD Evangelista.

Los resultados de la evaluacion de las peliculas contra Colletotricum
gloeosporioides se les hizo igual un seguimiento el cual dur6é 10 dias y se manejé
con 6 grupos los cuales 5 de ellos fueron infectados con Colletotricum
gloeosporioides y un grupo control.

Con el grupo infectado el cual no contaba con una pelicula que lo recubriera
comenzod a presentar cambios de coloracion al dia 6 y expandiéndose por completo
el dia 11 dando pauta a que el quitosano por si mismo no alarga la vida de anaquel
de los limones infectados, posteriormente en el grupo de las peliculas de quitosano

puro, mantuvo su color hasta el dia 6, siguiente al dia 8 y 10 donde el limén ya
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presentaba coloracion marron en formas elipticas caracteristicas de la enfermedad
producida por Colletotricum gloeosporioides y arrojaron que las mas efectivas
fueron aquellas cuyas concentraciones fueron de FL2, 1.0% y FL3, 1.3% dado que
al dia 10 no existio crecimiento de micelio en el fruto. Por el contrario, los limones
infectados presentan crecimiento al dia 6. Caso contrario a un limén sano que no

presentd ningun crecimiento Figura 23.
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Figura 23. Evaluacion de peliculas de quitosano y en combinacion con aceite esencial de
Litsea glaucescens FL1 (0.7%), FL2 (1%) y FL3 (1.3%) contra Colletotricum
gloeosporioides. Fotografia: Propia JD Evangelista.
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7.10 Pruebas antifungicas in vitro

Se empled resazurina para medir la actividad redox de las células fungicas y
determinar la viabilidad del aceite esencial, como se muestra en la Figura 24. Si el
pozo se vuelve rosa, indica actividad metabdlica activa, mientras que el color azul
indica la ausencia de actividad y muerte celular. Los resultados de la concentraciéon
inhibitoria minima (MIC) oscilan entre 1.52 mg mL*y 6.08 mg mL™, lo que permite
la inhibicion de Penicillium digitatum (L1) y Colletotrichum gloeosporioides (L4).

= mg mL’

Control de Control de

N - - 4
4 ” o,
. :

L4

Control de
viabilidad ~ 1.52 3.04 4.56 giog Comfrolde
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Figura 24. Concentracion inhibitoria minima (MIC) de aceite esencial de Litsea glaucescens
en discos de hifas de Penicillium digitatum (L1) Colletotrichum gloeosporioides (L4)
obtenidos por el método de microdilucién en caldo utilizando resazurina como control de
viabilidad celular. Fotografia: Propia JD Evangelista.
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7.11 Parametro de calidad

Dentro de los parametros que determinan la calidad de un fruto se encuentra la
firmeza. La firmeza en limones tratados con peliculas a base de quitosano y
guitosano con aceite esencial fueron comparadas con la firmeza de los limones
sanos e infectados Figura 25. Para el caso de los frutos infectados (control positivo
de infeccion), la firmeza fue evidentemente disminuida hasta un 96% al dia 10 en
comparaciéon con los limones sanos. Ante esto, es evidente el dafio excesivo que
causa Penicillium digitatum sobre el limén persa. Asi mismo, se pudo observar que
la firmeza de los limones infectados (0.23+0.05 kg/cm? presenté diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) en comparacion con los limones tratados
con las peliculas al dia 10. Por otro lado, se observan diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) de un limon sano en comparacion con el limon tratado con
la pelicula FL3 (8.33+0.28 kg/cm?), lo cual indica que la pelicula ayuda a preservar
la integridad del fruto. Sin embargo, caso contrario ocurrié con las peliculas con
1.0% (FL2) de concentracién de aceite esencial del falso laurel ya que no preserva
la firmeza del fruto (5.26+0.23 kg/cm?) en comparacién con el [imén sano. Ademas,
se observéd que el grupo de limones con pelicula de quitosano puro (1.53+0.23
kg/cm?) presenta diferencia estadistica (p < 0.05) en comparacion con la pelicula
de méaxima concentracién FL3 1.3% con aceite esencial e incluso con el grupo de

los limones sanos.
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Figura 25. Evaluacion de firmeza en limones infectados con Penicillium digitatum vs limones
cubiertos con peliculas de quitosano con aceite esencial de falso laurel Litsea glaucescens)
Fuente: Elaboracion propia. JD Evangelista.

Los resultados del analisis estadistico de las peliculas, los limones sanos y los
limones infectados con Colletotrichum gloeosporoides se observan en la Figura 26.
La firmeza de los frutos infectados con Colletotrichum gloeosporoides presentd
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) contra el grupo de limones
sanos (7.23+0.23 kg/cm?) y aquellos que fueron tratados con peliculas con la
maxima concentraciéon de aceite esencial FL3 (9.09+0.20 kg/cm?) al dia 10. Los
limones presentaron una pérdida de 82% y 86% en comparacion con los limones
sanos y tratados con las peliculas con 1.3% respectivamente. También se observo
que el grupo de quitosano (417+0.25 kg/cm?) y las peliculas FL1 (5.48+0.22 kg/cm?)
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) con el grupo de
los limones infectados con C. gloesporoides. Sin embargo, se observo que la
firmeza de los limones tratados con peliculas de quitosano y FL1 perdieron 42%y
25% respectivamente en comparacion con los limones sanos. No obstante, el grupo
de los limones tratados con la pelicula FL2 (7.45+0.20 kg/cm?) no present6

diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) con el grupo de limones sanos
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por lo cual la pelicula puede inhibir el crecimiento del hongo, pero no ayuda a

all
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Figura 26. Evaluacién de firmeza en limones infectados con Colletotrichum gloeosporioides
vs limones cubiertos con peliculas de quitosano con aceite esencial de falso laurel (Litsea
glaucescens) Fuente: Elaboracién propia. JD Evangelista.

X1l DISCUSION

Se hizo una implementacion para mantener una buena apariencia y detener el
deterioro fisico del limon persa, en este trabajo de investigacion se utilizé las
peliculas de quitosano puro y quitosano en combinacién con aceite esencial de
Litsea glaucescens formando asi las peliculas hibridas (FL1, FL2, y FL3), lo cual su
funcién seria el recubrimiento de fruto contra los hongos fitopatégenos, Penicillium
digitatum (L1) y Colletotrichum gloeosporioides (L4) los cuales afectan al limoén
persa.

Las peliculas que so6lo se hicieron con quitosano mostraron poca eficacia inhibitoria
contra los hongos estudiados . Segun la investigacion Tsai et al ., (2002) describe
resultados similares, el quitosano que se extrajo de las garras de camarones mostro
poca efectividad contra B. cereus y Rhizopus sp. Sin embargo , solo estuvieron

inhibidos durante dos dias, de manera similar a como se presentd en este trabajo.
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Mientras que en el estudio de Guédez et al., (2010) reportan que el quitosano llega
a disminuir el desarrollo de hongos fitopatdgeno en naranjas valencia (Citrus
sinensis) donde igual sus principales hongos que le afectan son Colletotrichum
gloeosporioides, Penicillium digitatum.

En este proyecto de investigacion se obtuvieron los componentes quimicos del
aceite esencial de Litsea glaucescens, Tabla 6 se obtuvo que el componente
principal es 1,8-cineol (eucaliptol) pues lo contiene con 44.6% del total, el segundo
compuesto mayoritario se encuentra a dihidrocarveol con un 23.8%, a-pineno
(5.1%), canfeno (2.6), beta-pineno (3.1%), Gama- terpineno (2.4%), terpinoleno
(0.3%), linalol (0.5%), 1-terpineol (1.4%), terpinen-4-ol (2.5%), carvona (0.9%),
bornyl acetato (1.3%), trans-carvona oxido (0.3%), neo-Isopulegyl acetato (0.4%),
Alil octanoato (0.3%), safrol (0.5%), trans-dihidro-alfa-terpinil acetato (0.7%%), cis-
pinocarvil acetato (1.2%), geranil acetato (0.9%), beta-cariofileno (0.9%) y alfa-
humuleno (0.9%). Estos fueron los compuestos mas abundantes y concuerda con
el trabajo realizado con Lazcano-Torres et al.,, (2019) pues mencionan que el
eucaliptol es el componente mayoritario con 11.97% del total de la composicion del
aceite esencial. Seguido se encuentra el linalol (10.35%), y-terpineno (10.04%), B-
cimeno (9.40%), 2- norpineno (9.42%), (-)-terpinen-4-ol (8.42%) y el (-)-B-pineno
(8.06%). Los resultados obtenidos en este trabajo también concuerdan con lo
reportado con Jiménez-Pérez et al., (2011) ya que dentro de los componentes se
encuentran principalmente monoterpenos, presentando mayor contenido de
ecualiptol, linalool, terpinen-4-ol y a-terpineol; algunos otros terpenos minoritarios

pueden considerarse diferenciales ya que no se encontraron en el presente trabajo.

Son pocos los estudios sobre el aceite esencial de Litsea glaucescens que
demuestren su efectividad ante hongos fitopatégenos. Pero de acuerdo con Flores
-Hernandez (2022), el aceite esencial de Litsea glaucescens tiene presencia
antifangica contra el hongo Fusarium concentricum el cual es uno de los hongos

fitopatdgenos que afecta al tomate verde. En el estudio de Lazcano-Torres et al.,
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(2019). demuestran que el AELg posee actividad antimicrobiana en alimentos, se
sugiere que es un hallazgo pues podria ser empleado como aditivo antimicrobiano
haciendo referencia a través de inclusion en matrices de biopolimeros comestibles

para conservacion de alimentos.

Penicillium digitatum es uno de los hongos que presentd mayor agresividad, esto
debido a que su proliferacibn es muy rapida, pues en pocos dias ya estaba
recubierto el limon que posteriormente con el paso del tiempo, las vesiculas de jugo
son las més dafadas , haciendo que el limon tenga olor desagradable y perdiendo
el jugo que posee (Papoutsis et al., 2019) de acuerdo con la Figura 22, los limones
gue presentaron un menos dafio por Penicillium digitatum son los que tienen mayor
proporcion de AELg las cuales van de proporciones de 1% a 1.3% como tales son
niveles bajos, esto a comparacion con el estudio realizado por Raigén & Cortell
(2012), los cuales inhibieron el crecimiento en forma in vitro de P. digitatum con la
caracteristica que utilizaron aceite esencial de tomillo y Timol respectivamente al

2% de concentracion.

Colletotrichum gloeosporioides este hongo que es uno de los mas comunes en
frutos, pues de acuerdo con Timmer et al., (1994) este hongo a pesar de que afecta
en la postcosecha también provoca la enfermedad de la caida de fruto causando la
emergencia de manchas de color oscuro. En la Figura 23 vemos que el quitosano
puro al 1% comienza con sintomatologia al dia 6 después de ser inoculado, siento
la mitad de lo que duré el experimento, dando un bajo porciento de efectividad esto
a comparacion con Ali et al., (2013) la cual utilizaron el quitosano al 2% teniendo un
control de la Antracnosis 80%-93 esto en el fruto de la pitaya, y teniendo resultados
muy distintos con el estudio realizado por Berimen-Varela et al., (2015) el cual
utilizaron el mismo porciento de quitosano al 1% y controlaron la inhibicion de
Colletotrichum gloeosporioides mangos, dando pauta que el quitosano no siempre

es efectivo y necesita de un componente adicional como un aceite esencial.

De acuerdo con las pruebas de SEM se obtuvo que la superficie de la pelicula de
quitosano sin aceite esencial es homogénea y lisa en su mayoria. Sin embargo, se

llegan a ver pequefios granulos que se les atribuyen a particulas de polvo. Mientras
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gue en las peliculas FL1 y FL3 presentan una superficie totalmente homogénea en
comparacion con la pelicula FL2. En cambio, el corte transversal de la pelicula de
guitosano y la concentracion menor de aceite esencial presenta una apariencia
rugosa en comparacion con las otras peliculas. En la vista transversal de la pelicula
FL2 se observa una apariencia lisa salvo la presencia de unas pequefias burbujas
en la parte inferior de la pelicula coincidiendo con el estudio Morales-Rabanales et
al., (2022). Algunos autores como Sanchez et al., (2014) mencionan que los poros
gue se observan son debido a la técnica de preparacién de la pelicula. Sin embargo,
los poros que se encuentran en las peliculas de este estudio no atraviesan toda la
pelicula por lo que pudieran estar relacionados con la baja permeabilidad al vapor

de agua de la pelicula

Se identificaron las bandas de AE Litsea glaucescens, Quitosano y Glicerina con la
prueba FT - IR los cuales son como huellas quimicas que en cierta longitud se
presenta tal grupo caracteristico de compuestos. La banda de 3419 cm™ esta
asociada con el grupo OH, indicando la presencia de terpinen-4-ol. Adicionalmente,
se descubrieron bandas a 2966 cm™ y 2878 cm*, que son caracteristicas del grupo
CHs, asi como una banda a 647 cm™. El grupo de vinilo terminal de Dihydrocarveol
esta indicado por la banda en 1690 cm™, mientras que las bandas en 1456 cm* y
1415 cm? corresponden a los grupos C-H y C-O-H,
respectivamente. Adicionalmente, se descubrié una banda de 1374 cm* que indica
la deformacién del grupo CHsy coincide con lo reportado por Garcia et al., (2017).
La sefial emitida a 985 cm™ corresponde a una vibracién simétrica del grupo CHz,
la sefial a 981 cm™ se asocia a la vibracion del enlace CH y CH2 que pueden ser
atribuidas al compuesto 1,8-cineol. Mientras que las sefiales emitidas a 886 cm™ y
652 cm! corresponden a alfa - pineno lo cual concuerda con lo reportado con Schulz
et al., (2005). La banda en 756 cm corresponde a la vibracion de estiramiento del

enlace de C=C, la cual es caracteristica del gamma- terpineno (Moisa et al., 2019).

Para la identificacion de compuestos en las peliculas hibridas elaboradas con
quitosano y AE Litsea glaucescens se utilizé el método de FT — IR es para dar

certeza que los componentes del aceite esencial estan presentes en las peliculas
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hibridas FL1, FL2 y FL3. El quitosano Figura 19B muestran una banda de 3281 cm-
L atribuida a la presencia del polimero (quitosano). Esto se puede cotejar en la sefial
en 1640 cm correspondiente a la vibraciéon de estiramiento de H-O-H. La sefial en
1648 cm! corresponde a la vibracion de flexién de tijera del enlace N-Hz, siendo la
sefial detectada a 1558 cm™ asociada al doblamiento del enlace N-H (Shen &
Pascal, 2015). Las sefiales en 2935 cm-1 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 vibracién -N-H. La
banda en 1037 cm hace referencia a la banda de absorciéon 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 sefiales de las
vibraciones de estiramiento de las cadenas C-O, C-C, C-O-C. La banda emitida en
852 cm! es atribuida a la vibracién de estiramiento del enlace C-C de la cadena del
polimero, haciendo la inferencia que el aceite esencial esta presente en la pelicula
hibrida.

En este trabajo, se exploré una nueva alternativa para proteger los frutos de los
hongos que afectan su calidad y, al mismo tiempo, evitar la generacion de residuos
dafinos para el medio ambiente. Se encontré que los aceites esenciales tienen
propiedades antifingicas que los convierten en una opcién interesante para la
proteccion de frutas, como el limén persa. Ademas, se crearon peliculas hibridas
con un alto rendimiento en la proteccion de los limones infectados con hongos, lo
gue brinda una nueva esperanza para mantener la calidad de la postcosecha y
evitar pérdidas econdmicas para los productores sin dafiar el medio ambiente. En
definitiva, el uso de aceites esenciales y peliculas hibridas promete ser una
alternativa natural y efectiva para controlar los hongos fitopatégenos y reducir el uso
de quimicos sintéticos en la agricultura. Con este proyecto, se espera contribuir al

desarrollo de practicas mas sostenibles y responsables con el medio ambiente.
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IX CONCLUSIONES

e El aceite esencial de Litsea glaucescens tiene un efecto antifangico contra
Colletotrichum gloeosporioides y Penicillium digitatum los cuales son hongos

gue mayor afecta a los cultivos de citricos en México.

e Las peliculas hibridas elaboradas con quitosano y aceite esencial de Litsea
glaucescens es muy eficiente para combatir hongos que se desarrollan en la
cosecha del limén persa (Citrus latifolia Tanaka).

e Las peliculas hibridas dan resistencia de firmeza a los limones de la misma
forma que mantienen el color del fruto, este estudio da pauta para que se
siga investigando las propiedades del falso laurel Litsea glaucescens contra

hongos fitopatégenos ya que en la actualidad es casi nula la informacion.

e La calidad del limén persa puede ser afectada por hongos como Penicillium
digitatum y Colletotrichum gloeosporioides. Sin embargo, el uso de peliculas
hibridas que contienen concentraciones de aceite esencial de Litsea
glaucescens (FL2 1.0% y FL3 1.3%) puede inhibir el crecimiento de estos
hongos y prolongar la vida util del limén después de la cosecha hasta mas
de 7 dias. Dando una alternativa de empaque para el limon pues este
material es biodegradable, evita la transpiracion, no genera residuos y lo

mejor no es toxico.
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XI ANEXOS

12. 1 Abreviaturas

AE= Aceite esencial

AELg= Aceite esencial de Litsea glaucescens

FT-IR= Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

GC-MS= Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Ficha del herbario de la UNAM de la especies vegetal de la cual se extraj6 el aceite
esencial.

HERBARIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS (FCME), UNAM
PLANTAS DEL ESTADO DE PUEBLA, MEXICO

Folio: 177881
Especie: Litsea glaucescens Kunth

Familia: Lauraceae Nombre comun: laurel
Localidad: Tepeaca, Puebla.

Altitud: 2840 m.

Tipo de vegetacion:

Forma biologica: Arbusto Tamafio: 0.3 m.

Color flor: Fruto: No se colecto

Colector: Wendy Abril Coyotl Pérez Numero de colecta: s.n.

Usos: Medicinal Fecha colecta: 15/febrero/2021

Determind: R. Cruz Duran, 2021
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